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1 Einleitung und Historisches zur Tuberkulose

Die Tuberkulose (Abk. TB, TBC oder Tbc) gilt als eine der altesten
Infektionskrankheiten der Menschheit. Anhand der Geschichte der Tuberkulose
lassen sich die unterschiedlichen Vorstellungen von Krankheit im Lauf der Zeit
nachvollziehen, die in der medizinischen und gesellschaftlichen Wahrnehmung
und Diskussion erkennbar geworden sind. Die Medizingeschichte zeigt auch, wie
einzelne Wissenschaftler mit herausragenden Leistungen zur Aufklarung der
Krankheit beigetragen haben. Wie andere schwere Krankheiten, die die
Menschheit in existentieller Weise bedroht haben, hat auch die Tuberkulose zu
Fortschritten in der Medizin gefiihrt, durch die andere Krankheiten besser

verstanden und behandelt werden kdnnen.

1.1 Alteste Hinweise auf Tuberkulose

Aus der ,Natural Trap Cave", einer 30 Meter tiefen Héhle in Wyoming, stammen
die bisher altesten Beweise flr eine Tuberkuloseinfektion. Aus einem Knochen
einer ausgestorbenen Bisonart, dessen Alter per Radiokohlenstoffdatierung auf
17870 £ 230 Jahre bestimmt wurde, konnten Rotschild et. al.®’ DNA gewinnen
und diese als Tuberkulose-DNA identifizieren. Die altesten Hinweise auf
Tuberkulose beim Menschen stammen von Knochen aus der Zeit um 8000
v.Chr.*” Wahrend es sich hierbei um fiir Tuberkulose typische Pathologien in der
Knochenmorphologie handelt, sind Nachweise auf spezifische Tuberkulose -DNA
an agyptischen Mumien aus der Zeit um 2050 v. Chr. Beweise filir die Existenz
der Tuberkulose auf molekularer Ebene,'®°

Herzog beschéaftigt sich in seinem Review-Artikel ,History of Tuberculosis™*’ mit
Zeugnissen und geschichtlich tUberlieferten Fakten zur Tuberkulose vom Altertum
bis in die Moderne. Im Folgenden wird eine kurze Zusammenfassung dieses
Artikels gegeben (restlicher Teil des Kapitels ,Einleitung und Historisches zur
Tuberkulose"®, bis Seite 8):

1.2 Zeugnisse von Tbc vom Altertum bis zur Moderne

Als erstes schriftliches Zeugnis der Tuberkulose gilt der dlteste Gesetzestext der
Welt, den der babylonische Herrscher Hammurabi im Jahre 1948 bzw. 1905

v.Chr. verfasst hat.
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Der griechische Arzt Hippokrates bzw. die hippokratische Schule pragen den
Begriff der ,Phthisis®, der Auszehrung (auch ,Schwindsucht™), und beschreiben
sie als eine weit verbreitete tddlich verlaufende Krankheit. Aber auch in der
indischen Literatur um 1500 v. Chr. finden sich Schilderungen, die sich mit dem
Krankheitsbild der Tuberkulose decken.

Im funften Jahrhundert n. Chr. beschreibt der rémische Arzt Caelius Aurelianus
die Krankheit mit den Worten:

,Der Patient leidet an einem latenten Fieber, das gegen Abend beginnt und
gegen Tagesanbruch verschwindet. Es ist begleitet von heftigem Husten mit
eitrigem Auswurf. Der Patient spricht mit heiserer Stimme, atmet schwer und hat
gerdtete Backen. Die Haut des restlichen Kérpers ist kreidebleich. Die Augen
haben einen miden Ausdruck, der Patient hat ein hageres Erscheinungsbild, aber
zeigt oft erstaunliche physische und mentale Aktivitat. In vielen Féllen kann man
ein Pfeifen (ber der Brust héren, und wenn sich die Krankheit ausbreitet, findet
sich SchweiBB auf dem oberen Teil der Brust. Die Patienten verlieren ihren Appetit
oder leiden qudlenden Hunger. Sie sind oft sehr durstig. Die Enden der Finger
schwellen an und die Fingerndgel biegen sich stark." (Ubersetzt nach Herzog,

History of tuberculosis, Respiration 1998;*")

Wahrend zunachst die Bezeichnung ,Phthisis® flir jede Art der Auszehrung
gebraucht worden ist, wird im flunfzehnten und sechzehnten Jahrhundert in
Italien die Bezeichnung nur noch fir die Lungenerkrankung benutzt. Mit dem
Beginn der Pathoanatomie zwischen dem vierzehnten und siebzehnten
Jahrhundert werden der Tuberkulose Geschwlire in der Lunge, fibrotische und
miliare Formen zugeschrieben. Bedeutende Anatomen dieser Zeit waren
Giralomo Fracastoro (1478-1553), Giovanni Morgagni (1682-1771) und Thomas
Willis (1621-1675). Es wird bereits die Meinung vertreten, dass die Tuberkulose
infektios sei. Jedoch existiert auch noch die Vorstellung von erblichen Ursachen
der Erkrankung. So halt noch 1720 der englische Arzt Benjamin Marten (1704-
1722) an der Vererbung der Krankheit fest, obwohl er kleine Lebewesen flr

£34

verantwortlich halt>™, wie sie seit der Entdeckung des Mikroskops (um 1600)

gesehen werden.
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1.3 Die Entdeckung der Atiologie der Tuberkulose

Viele Jahrhunderte sind gepragt vom Streit (iber die Atiologie der Krankheit. Die
Vorstellungen gehen von erblicher, tumordser bis zu infektidser Entstehung.
Daruber hinaus streitet man sich, ob die unterschiedlichen Organmanifestationen
der Tuberkulose Uberhaupt eine gemeinsame Ursache haben. Der Berliner Philipp
Klencke beweist 1843, dass die Tuberkulose Ubertragbar ist, indem er Hasen
Material aus einem Tuberkel injiziert und diese darauf an generalisierter Tbc
erkranken. 1844 erkennt Jakob Henle, dass Tuberkulose bei einer bestehenden
Pradisposition ansteckend sei. Er stellt seine Postulate flir das Vorhandensein
einer Infektionskrankheit auf. Aber erst sein Schiler Robert Koch (1843-1910)
weist ein Bakterium als Ausléser von Tuberkulose nach und fihrt den Beweis in

einer Vorlesung an der Charité in Berlin am 24. Méarz 1881.

1.4 Die Revolution in der Behandlung

Die Behandlung der Tuberkulose ist lange Zeit nicht kausal. Neben Meinungen,
die Tuberkulose sei tUberhaupt nicht, oder wenn, dann nur im Anfangsstadium zu
heilen, gibt es schon friih die Uberzeugung, dass eine Behandlung in Sanatorien
Erfolg versprechend ist. Schon zu Zeiten des Hippokrates werden Kranke im
Tempelbezirk mit gutem Essen und physischen Trainingsibungen behandelt. In
der Mitte des neunzehnten Jahrhunderts entstehen in Europa die ersten
Sanatorien, meist in den Bergen, die man fur ,immune Orte" halt. Ruhe, gutes
Essen und die Hohenluft fihren zu relativ hohen Spontanheilungsraten, auch
wenn die Langzeitergebnisse nicht ermutigend sind. Ab den dreiBiger Jahren des
zwanzigsten Jahrhunderts wird die Kollapstherapie, also die Anlage eines
Pneumothorax, nach und nach neben der Sanatoriumsbehandlung eingefihrt.
Durch Erzeugen eines Pneumothorax bzw. Pneumoperitoneums kommt es zum
Verkleben der Kavernen und zum Abknicken des zur Kaverne fuhrenden
Bronchus. Den Beginn der modernen medikamentdsen Behandlung leitet Selman
Waksman ein, der 1943 aus dem Pilz Streptomyces griseus das Antibiotikum
Streptomycin herstellt. Es folgen weitere antituberkulés wirksame Medikamente
wie sie teilweise auch heute noch eingesetzt werden: p-Aminosalicyclsdaure
(1949), Isoniazid (1952), Pyrazinamid (1954), Cycloserin (1955), Ethambutol
(1962), Rifampicin (1963) und die neueren Aminoglykoside und Quinolone. Erst

die Ara der Antibiotika bringt die Méglichkeit, die Tuberkulose heilen zu kénnen.
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2 Derzeitige Standards und Perspektiven zur

Tuberkulose

2.1 Epidemiologie der Tuberkulose

2.1.1 Ursprung, Evolution und Verbreitung der Tuberkulose

Die Erkenntnisse Uber die molekulare Epidemiologie der Tuberkulose sind zwar
noch liickenhaft, Stead®® stellt aber Hypothesen zum Ursprung und der Evolution
der heute Tuberkulose auslésenden Mykobakterien auf. Demnach sind die
Anféange der Familie der Mykobakterien vor einigen Millionen Jahren zu sehen,
lange vor Auftreten tierischen Lebens. Die ersten Mykobakterien sind
saprophytische Bakterien, die in der Erde leben und Teil des
Kompostierungsprozesses von Pflanzen sind. Durch zufdllige Mutation ergeben
sich Spezies, die spater in Tieren als Parasiten leben kénnen. Zur Zeit der ersten
Saugetiere tritt Mycobacterium bovis in Erscheinung und wird von der Beute auf
den Rauber Ubertragen. Es besitzt noch nicht die Fahigkeit sich Uber die Luft zu
verbreiten und tritt beim Menschen nur sporadisch auf, wenn es Uber Wildfleisch
aufgenommen wird. Vor 8000 bis 10000 Jahren werden in Europa Tiere
domestiziert und Milch und Milchprodukte werden in den Speiseplan
aufgenommen. In den kalten Wintern leben Tier und Mensch zusammen im
gleichen Haus und aus Mycobacterium bovis entwickelt sich M. tuberculosis. Die
neue Mutante hat eine Nische gefunden, in der es groéBtenteils einen
Wirtswechsel vom Tier auf den Menschen vorgenommen hat. Die geografischen
Hirden begrenzen allerdings die Verbreitung und bedingen unterschiedliche
Zeitpunkte in den jeweiligen Populationen, an denen die Endemie in eine
Epidemie Ubergeht. Stead betont, dass Grigg's Kurve zum zeitlichen Verlauf der
Epidemiologie einer Infektionskrankheit auch auf die Tuberkulose angewandt
werden koénne. Grigg's Kurve beschreibt universell fir jede Infektionskrankheit,
dass nach einer endemischen Phase der Anstieg zu Beginn einer Epidemie steil
verlauft, einen Hohepunkt erreicht und in einen langsamen Abstieg bis zur
Grundlinie Ubergeht. Im Fall der Tuberkulose dauert solch ein Verlauf dreihundert
Jahre (siehe Abbildung 1).
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HYPOTHETICAL EPIDEMIC CURVES OF
TUBERCULOSIS EPIDEMIC
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Abbildung 1: Grigg's Kurve zum Verlauf einer Tuberkuloseepidemie (aus Gothi*’)

Stead sieht die ungleiche Pravalenzverteilung der Tuberkulose heutzutage als
Folge unterschiedlich weit fortgeschrittener Entwicklung auf Grigg' s Kurve in den
verschiedenen Teilen der Welt. Er bezweifelt sogar den Effekt von menschlichen
Interventionen auf den Verlauf der Kurve gegenliber dem starken Einfluss der
natlrlichen Resistenzentwicklung von Populationen, der sich selbst bei der HIV
(Humanes Immundefizienz-Virus) - Epidemie in Zukunft zeigen werde.

Far Jahrhunderte bleibt die Tuberkulose eine sporadische Krankheit, die ihren
Wirt zu schnell tétet und damit die Weitergabe verhindert. Nur langsam gibt es
Individuen, die die erste Ansteckungsphase Uberleben. Aber es fehlen noch die
auBeren Umstande, die zu einer Epidemie fihren kdnnen. Erst die Industrielle
Revolution in Europa im achtzehnten Jahrhundert liefert die ndétigen
Voraussetzungen: Armut und enges Zusammenleben in den Stadten.

Die Tuberkulose wird zwar in die Uberseeischen Kolonien eingeschleppt,
verbreitet sich aber nicht bis ins Landesinnere.

In Afrika findet man zur Zeit der europaischen Epidemie Infektionen nur an der
Klste. Die eingeschleppte Krankheit tétet die Infizierten zu schnell, um sich
auszubreiten. Europder dringen wegen Malaria und Gelbfieber nicht in
abgeschiedene Gebiete im Landesinneren vor. AuBerdem wird der Uberwiegende
Aufenthalt im Freien als Schutzfaktor gegenliber der sich (ber Luft
Ubertragenden Tuberkulose angesehen. Erst um 1910 spricht man vom Beginn
der Epidemie in Afrika, ausgelést durch die Erholungskuren europaischer
Tuberkulosepatienten in Siddafrika und die Anwerbung von afrikanischen

Mannern in franzésische und agyptische Heere.
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Es existiert allerdings auch die Meinung, dass Tuberkulose zumindest an
manchen Orten Afrikas vor einem européischen Erstkontakt présent war. Daniel*°
liefert anhand von Patientendaten von 1897 aus einem Krankenhaus in Buganda
am nordlichen Ufer des Viktoriasees Hinweise auf damals schon vorhandene Falle
pulmonaler Tuberkulose. Im Gegensatz hierzu erwdhnt Stead®, dass die
afrikanischen Sklaven, die nach Amerika gebracht worden seien, keine

Tuberkulose gehabt hatten.

2.1.2 Epidemiologie weltweit und speziell in Tansania
Die Tuberkulose ist die am weitesten verbreitete Infektionskrankheit der Welt.

Nach Schatzungen der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist ein Drittel der
Weltbevélkerung mit den Tuberkulose auslésenden Mykobakterien infiziert. Man
rechnet mit rund acht Millionen Menschen jahrlich, bei denen die Krankheit neu
ausbricht und mit rund zwei Millionen Patienten, die an Tuberkulose versterben.'®
Wahrend andere Krankheiten in Zukunft an Bedeutung zunehmen oder verlieren
werden, geht man davon aus, dass die Tuberkulose eine konstant hohe Zahl an

Todesfallen mit sich bringen wird (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Weltweite Entwicklung von Todesursachen von 2000 — 2030 (Quelle: WHO®)

Zahlen zur weltweiten Situation der Tuberkulose liefert der Global TB Control

Report 2009°'° der Weltgesundheitsorganisation. Dort werden Inzidenzen und
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Pravalenzen bis zum Jahr 2007 statistisch aufgearbeitet. Tabelle 1 zeigt Auszlige
des Berichtes.

Ist die Inzidenzrate fir Tuberkulose 2004 weltweit noch um 0,6% gestiegen, vor
allem bedingt durch eine Inzidenzzunahme in Afrika, sinkt sie seitdem leicht. Die
weltweite Pravalenz hat von 296 pro 100.000 Einwohner im Jahr 1990 auf 206
im Jahr 2007°'° abgenommen.

Abbildung 3 zeigt, dass die hochsten relativen Inzidenzraten zum allergréBten

Teil in afrikanischen Landern sidlich der Sahara zu finden sind.
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Abbildung 3: Geschiitzte Anzahl an neuen Fillen mit TBC pro 100000 Einwohner 2007 ( aus WHO
Report 2009 ')

In Tansania, aus dem klinische Proben flir diese Arbeit stammen, stellt sich die
Lage 2007 wie folgt dar (vgl. Tabelle 1):

Bei einer Einwohnerzahl von ca. 40,4 Millionen erkranken 120291 Individuen neu
an Tuberkulose. Davon sind 47 % HIV-positiv. Jahrlich versterben tUber 30000

Menschen.
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Tabelle 1: Epidemiologische Daten zur Ausbreitung der Tuberkulose weltweit, in Afrika sowie in
Tansania (aus WHO Report 2009°1°), Zahlen geschatzt, nicht gemeldete Fille.

Global Afrika Tansania

Inzidenz 2007, alle Formen,geschatzt 9 272 799 2879434 | 120 291

Inzidenz 2007 pro 100000 Einwohner 139 363 297

HIV Pravalenz bei erwachsenen 15 38 47

inzidenten TB-Fallen in %

Anzahl neuer extrapulmonaler TB-Falle | 770811 223 322 12 526
Pravalenz 2007, alle Formen* 13722534 |[3766 069 | 136253
TB Mortalitat 2007, alle Formen* 1771733 734 891 31 504

*,alle Formen" schlieBt Patienten mit HIV ein.

Im speziellen handelt es sich um die tansanische Region Mbeya, in der von
Patienten Urinproben genommen worden sind. In dieser Region liegen die Zahlen
nach Schatzungen noch héher als im tansanischen Durchschnitt. Ab dem Ende
der Neunziger Jahre verlauft die Kurve der Melderate flir TB-Falle aus der Region
Mbeya Uber der gesamttansanischen Kurve (siehe Abb. 4). Deutlich wird in
Abbildung 4 auch, dass die gemeldeten Falle stark Uber den mittels
Sputumausstrich positiv diagnostizierten Fallen liegen. Dies lasst auf eine hohe
Zahl klinischer Diagnosen mit exploratorischer Therapie als Folge des Mangels an
verlasslichen Diagnostikmethoden schlieBen. Im Jahr 2004 sind in Mbeya 4753
Falle von Tuberkulose gemeldet worden. Die jahrliche Inzidenzrate fur TB in
Mbeya wird auf 0,4% geschatzt. 60 bis 70 % der Tuberkuloseinfizierten sind mit

dem HI-Virus co-infiziert *°.
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Abbildung 4: TB-Melderate pro 100.000 in Mbeya, Tansania (aus Holscher®)
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2.1.3 Gesundheitspolitische Bedeutung (Public Health)
Heute sieht man die Grinde fiur die Zunahme der Tuberkulose in der

vernachlassigten Gesundheitspolitik vor allem in den Entwicklungslandern, der
Armut, der Migration, dem Bevdlkerungswachstum, der HIV-Epidemie und in
inadaquat konzipierten Kontrollprogrammen. Die Umsetzung international
empfohlener Programme ist oft in den am starksten betroffenen Landern
mangelhaft. 95% aller TB-Falle und 98% aller Todesfalle durch TB ereignen sich
in den Landern, die lber die wenigsten Ressourcen verfligen®.

Im gesundheitspolitischen Kontext hat der Begriff der ,Burden of disease", als
MaB flr durch Tod oder Krankheit verlorene Jahre (DALYS=Dissability Adjusted
Life Years) eine groBe Bedeutung erlangt. Die Krankheitslast beriicksichtigt dabei
sowohl die Mortalitat als auch die Morbiditat und vergleicht sie mit der
Lebenserwartung eines Gesunden?. Es wird davon ausgegangen, dass die
Tuberkulose in der Rangfolge der Krankheiten mit der héchsten Krankheitslast
2030 den gleichen Rang (n=10) wie im Jahr 2002 einnehmen wird ®°. Die
Krankheitslast der Tuberkulose muss im sozialen wie wirtschaftlichen
Zusammenhang als eine Blrde im Entwicklungsprozess stark betroffener Lander
gesehen werden. Die Krankheit betrifft oft junge Erwachsene, die einen groBen
Anteil an der Wirtschaft einer Gesellschaft haben'®. In Afrika ist die am meisten
betroffene Gruppe die der 25-34 Jahre alten Manner (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Alters- und Geschlechtsverteilung der gemeldeten und diagnostizierten (pos. Ausstrich)
TB-Falle in Afrika (aus WHO report 2009°1%)

0-14 15-24 | 25-34 |35-44 |45-54 |55-64 |65+

Mannlich | 7 653 |54 179 |96 884 | 71 030 | 43 074 | 20 597 | 12 850

Weiblich [ 10 102 [ 56 594 | 77 008 | 43 857 | 24 129 | 12 281 | 7 431

2.2 Mikrobiologie, Pathogenese, Klinik, Pravention und Therapie
2.2.1 Erreger

Die Erreger der menschlichen Tuberkulose sind Mycobacterium tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. microti und M. canetti, zusammengefasst unter dem
Begriff Mycobacterium tuberculosis complex. Die Zellwand der Mykobakterien
zeichnet sich durch einen hohen Anteil an Glykolipiden und Wachsen aus, was
zur schlechten Anfarbbarkeit, zu langsamen Wachstum, Unempfindlichkeit
gegeniber chemischen und physikalischen Noxen und zur Diffussionsbarriere flr
Antibiotika fahrt.
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Mykobakterien sind aerob, unbeweglich und nicht Sporen bildend. Da die
Tuberkuloseerreger langsam wachsen und keinen Farbstoff bilden, werden sie in
die Runyon-Gruppe III klassifiziert (Zusammenfassung des Kapitels

»Mykobakterien" aus ,Medizinische Mikrobiologie™*°).

2.2.2 Ubertragungswege und Infektiositit

Laut ,Principles and Practice of Infectious Diseases"3?

ist die Infektion mit
Mycobacterium bovis Uber kontaminierte unbehandelte Milch mdglich. Kutane
Infektionen sind vor allem bei medizinischem Personal beschrieben worden. Es
gibt auch Berichte Uber eine Ansteckung auf dem Blutweg. Die meisten
Infektionen ereignen sich jedoch Uber infektioses Sekret aus der Lunge von TB-
Patienten, die beim Abhusten aerolisiert werden und eingeatmet werden kdnnen.
Bei einmaligem HustenstoB kdénnen bis zu 3000 sogenannter droplet nuclei
enstehen; so viele wie bei einem flinfminltigen Gesprach.

Die Nahe und Intensitat des Kontakts und die Infektiositat der Quelle bestimmen
das Risiko der Ansteckung. Patienten mit positivem Ausstrich als Anhalt fir einen
leicht zu fihrenden Nachweis der Mykobakterien sind ansteckender als Patienten
mit nur  positivem kulturellem Nachweis. Haushaltskontakte mit
Tuberkulosepatienten fihren in funf bis flinfzig Prozent der Falle zu einer

Ansteckung.

2.2.3 Pathogenese

Die Aussagen der Kapitel ,Pathogenese™ und ,Klinik" basieren auf aktuellen
Lehrbiichern®3:37:8%,

Demnach entgeht Mycobacterium tuberculosis den humoralen
Abwehrmechanismen durch ein Persistieren in mononuklearen Phagozyten. Der
Organismus des Infizierten bekampft die Tuberkulose mit der typischen
Granulombildung, die sich abhangig von der Inokulationsdosis und der
Immunkompetenz des Infizierten in zwei Reaktionsformen zeigen kann.

Bei der exsudativ-kasigen Reaktion flhrt die gewebetoxische Komponente der
Tuberkelbakterien zur gelatinésen Herdpneumonie mit einer exsudativen
Entziindungsreaktion, die durch die nach Wochen einsetzende
Uberempfindlichkeitsreaktion Typ IV in eine k&sige Bronchopneumonie mit
verkdasenden Nekrosen ubergeht. Die Typ-IV-Reaktion nach Coombs und Gell
besteht bei der Tuberkulose im Sinne einer Infektallergie aus einem durch

Antigen-Exposition ausgeldsten perivaskularen Infiltrat an Helferlymphozyten.
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Die Lymphozyten locken Makrophagen ins Entziindungsgebiet, die versuchen,
das Antigen zu bekampfen. Gelingt dies nicht, wandeln sie sich in Epitheloidzellen
und bilden ein Granulom um die Erreger, das fibrotisch ummauert wird. Gelingt
es Epitheloidzellen und Makrophagen den Erreger zu vernichten, verkalkt der
Entziindungsherd und heilt ab. Wenn sich die Nekrose ausdehnt, einen Bronchus
arrodiert, abgehustet wird und einen Hohlraum hinterlasst, so spricht man von
tuberkuléser Kavernenbildung.

Die proliferativ-produktive Reaktion beruht auf der Ausbildung zellgebundener
Immunitatsmechanismen innerhalb von mehreren Wochen. Die nun reduzierte
Keimzahl wird durch die Bildung von Granulomen an einer weiteren Streuung
gehindert. Ein Tuberkulom entsteht, wenn der Entzindungsherd auf
hamatogenem Weg entstanden ist. Dieser Rundherd kann in seiner vernarbten
und verkalkten Bindegewebskapsel virulente Erreger enthalten, die beim
Fortschreiten der verkasenden Nekrose Anschluss an einen Bronchus erhalten
und somit eine bronchogene und letztlich generalisierte Streuung bewirken
kénnen. Azindés-noddése Streuherde enstehen aus den bronchogenen
Entziindungsherden, den Kavernen. Heilen sie ab, entsteht die zirrhotische
Lungentuberkulose, bei der die Kavernen zwar vernarben, aber offen bleiben und

durch Streuung azinds-nodése Streuherde erzeugen.?3:37:80

2.2.4 Klinik
Die Klinik der  Tuberkulose wird in drei Stadien eingeteilt:

Primaraffekttuberkulose, hamatogene Generalisation und Postprimartuberkulose
mit Organtuberkulose.

Bei der Erstinfektion, die meist klinisch stumm verlauft, entsteht in Gber 90
Prozent ein Primarherd in der Lunge, selten in den Tonsillen oder im
Gastrointestinaltrakt®. Da in den ersten Wochen noch die zellvermittelte
Immunreaktion fehlt, kommt es zur exsudativen Entziindungsreaktion und damit
erst zur gelatinbésen, spater zur kasigen Bronchopneumonie. Die Erreger und
damit auch der Primarherd finden sich meist im oberen Lungengeschoss. Durch
lymphogenen Abtransport der Erreger in die Hiluslymphknoten entsteht eine
kasige Lymphadenitis. Man spricht auch vom Primarkomplex, ein Begriff, der
Primarherd und Befall der Lymphknoten einschlieBt. Primarherd und befallene
Lymphknoten heilen oft unter Granulombildung innerhalb eines Jahres ab,

werden bindegewebig abgekapselt und verkalken. In den tuberkulésen



Derzeitige Standards und Perspektiven zur Tuberkulose 17

Kalkherden und Tuberkulomen kdnnen sich aber noch Tuberkelbakterien
befinden.

Die hamatogene Generalisation geht entweder von den befallenen Lymphknoten
des Primarkomplexes, einer reaktivierten Hiluslymphknotentuberkulose oder von
einer Organtuberkulose aus. Hierbei kommt es entweder lymphogen oder durch
Arodierung von GefaBen zu einer Verschleppung der Mykobakterien ins Blut.
Folge der systemischen Ausbreitung kdnnen die sehr akuten Krankheitsbilder der
Landouzy-Sepsis und der Meningitis tuberculosa sein. Die individuelle
Abwehrlage bestimmt, ob es zu einem Befall vieler Organe kommt oder ob vor
allem die Lunge befallen wird. Beim lokalisierten Lungenbefall siedeln sich die
Mykobakterien in apikalen pulmonalen Bereichen an (Simon-Spitzenherde) und
kdnnen bei guter Immunitat abheilen. Sie kénnen aber auch im Tertidrstadium
zur bronchogenen Streuung fihren. Bei der miliaren Form sind die Lungen und
madglicherweise andere Organe durchsetzt mit kleinen verkasenden Herden oder
Granulomen.

Nach einer Reaktivierung alter Streuherde, einer Superinfektion noch nicht
abgeheilter Lasionen oder nach einer Reinfektion kommt es zum Bild der
Postprimaren-Tbc oder chronischen Tbc, die zur Parenchymzerstdérung fuhrt.

Die Primarherdphthise flhrt durch eine bronchogene Streuung aus einer
Primarherdkaverne zu einer rasch progredienten ,galoppierenden Schwindsucht",
die innerhalb von Monaten zum Tode filhrt.

Wird im Primar- oder Sekundarstadium ein Bronchusast arrodiert, folgt eine
knotig-ulzerése Entziindung der Bronchialschleimhaut.

Durch exogenen Reinfekt oder durch bronchogene Streuung des Simon-
Spitzenherdes kommt es zum infraklavikuldaren Frahinfiltrat, das nach
Einschmelzung und Abhusten zur Frihkaverne werden kann.

Auch ein Primarherd oder ein Simon-Spitzenherd kénnen direkt zu Frihkavernen
werden, die mit einem ableitenden Bronchus in Verbindung stehen und damit
eine ,offene™ Tuberkulose auslésen. Wenn die Kaverne Anschluss an GefaBe
findet, kann das einen Bluthusten auslésen.

Bei Chronifizierung verkalkt die Kaverne im Laufe der Zeit und die umgebenden
GefaBe obliterieren. Ist dies nicht der Fall, kann ein Aneurysma entstehen, das
durch starken Husten rupturieren und zum Blutsturz fihren kann.

Bei Streuung aus einer Kaverne kann es bei guter Resistenz zur Bildung azinoés-

nodéser Herde kommen, die abheilen.
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Die extrapulmonale Tuberkulose kann prinzipiell jedes Organ betreffen und
entweder aus einer Lungentuberkulose entstehen oder - weitaus seltener- eine
Primarlasion darstellen. Kleinkinder und immungeschwachte Patienten sind
besonders davon betroffen. An den Lymphknoten, besonders am Hals (friher
Scrofula genannt), gibt sie Hinweis auf eine Infektion mit Mycobacterium bovis.
Eine Nierenbeteiligung tritt oft erst nach Jahren auf. Im Besonderen kénnen noch
betroffen sein: Nebenniere, Zentrales Nervensystem, Knochen und Gelenke,
Darm, Leber, Haut und Schleimhdaute, Pleura, Perikard, Peritoneum, der

Urogenitaltrakt und die Tonsillen. 2>37:8

2.2.5 Pradvention

Impfung

Die BCG (Bacille Calmette-Guérin)-Impfung wird seit 1998 von der Standigen
Impfkommission am Robert Koch-Institut (STIKO) nicht mehr empfohlen.®® Sie
wurde erstmals 1921 angewandt und basiert auf dem Bacille Calmette-Guérin,
einem attenuierten Mycobacterium bovis.'® Wahrend die Impfung bei Kindern
gegen tuberkulése Meningitis und Miliartuberkulose schitzt, bringt sie bei

Erwachsenen héchstens einen 70%-igen Schutz 2*°°

. Neue Hypothesen gehen
davon aus, dass eine UberschieBende Thl-Antwort in der Lunge, ausgeldst durch
M. tuberculosis selbst und durch die Impfung geboostert, in Kombination mit
einem Fehlen bzw. einem Missverhdltnis von T-regulierenden Zellen, zu der
fehlenden Immunitidt bei Erwachsenen fiihrt?>. Neue sich in Entwicklung
befindende Vakzine haben die Aufgabe eine starke Thl-Antwort auszulésen.
Allerdings darf diese Thl-Antwort nicht zur Immunpathologie der
Kavernenbildung in den Lungen fihren und muss durch das Vorhandensein einer
adaquaten Aktivitat an regulierenden T-Zellen die Balance zur Th2-Antwort

erhalten.
Chemoprohylaxe

Die gebrauchlichste Substanz zur Chemoprophylaxe - also nach Ausschluss einer
aktiven Tuberkulose - stellt Isoniazid dar, das in einer Dosis von 3-5 mg/kg flr
einen Zeitraum von sechs Monaten verabreicht wird. Dabei muss davon
auszugehen sein, dass bei der Infektionsquelle keine Resistenz gegen Isonazid

t69

vorliegt®®. Laut eines Reviews der Cochrane Collaboration 8° betragt durch die

Chemoprophylaxe mit Isoniazid die Risikoreduktion flir die Entwicklung einer
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aktiven Tuberkulose 60 Prozent. Entsprechend dieser Statistik betragt die Zahl
der zu behandelnden Personen, die notwendig ist, um eine Infektion zu
vermeiden (Number Needed to Treat) 35 und die durch die Hepatotoxizitat von
Isoniazid bedingte Zahl von Erkrankungen, die durch das Medikament verursacht
werden (Number Needed to Harm) 200 behandelte Personen. Es gibt keine
relevanten Unterschiede in Studien mit Uberpriifung einer sechsmonatigen und
einer zwdlfmonatigen Prophylaxegabe. Allerdings bemangeln die Autoren des
Reviews, dass seit 1994 keine Studien mehr zur Wirksamkeit von INH
durchgefihrt worden sind. Wahrend INH als Monotherapie das Mittel der ersten
Wahl darstellt, kdnnen alternativ auch Rifampicin, Ethambutol und Pyrazinamid

in Zweifachkombination zur Prophylaxe verwendet werden.®®

2.2.6 Therapie

Standardtherapie

Die Standardtherapie besteht aus einer zweimonatigen Initialphase, in der eine

Vierfachkombination aus Isoniazid, Rifampizin, Pyrazinamid und Ethambuthol

verabreicht wird, und einer vier- bis sechsmonatigen Konsolidierungsphase, in

der mit einer Zweifachkombination behandelt wird (siehe Tabelle 3)*’.

Tabelle 3: Standardtherapie der Tuberkulose in Initial- und Konsolidierungsphase (aus Herzog #/)

Initialphase (2 Monate)

Isoniazid 5mg/kg/Tag (max. Dosis 300mg/Tag)

Rifampicin 10mg/kg/Tag (max. Dosis 600mg/Tag)

Pyrazinamid | 30mg/kg/Tag (max. Dosis 2g/Tag)
Ethambutol 15-25mg/kg/Tag (max. Dosis 2g/Tag)

Konsolidierungsphase (4-6 Monate)

Isoniazid plus Rifampizin | taglich, wie oben

oder
Isoniazid 2mal wtl. 14mg/kg (max.Dosis 1g/Tag)
plus

Rifampizin 2mal wtl. 10mg/kg (max Dosis 600mg/Tag)*’
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Therapie der Tuberkulose bei Arzneimittel-Resistenz

Die durch Spontanmutationen bedingte Resistenz der Mykobakterien gegeniber
Medikamenten kann auftreten, wenn in Kavernen bei pulmonaler Tuberkulose
eine groBe Population an Tuberkelbazillen vorhanden ist, ein falsches
Behandlungsregime angewendet wird oder die Einhaltung des Therapieplanes
vom Patienten nicht richtig befolgt bzw. vom Arzt nicht intensiv kontrolliert wird.
Bei einer Resistenz sowohl gegen Rifampizin als auch gegen Isoniazid spricht
man von Multiple Drug Resistance Tuberculosis (MDR-TB), die im Vergleich zur
alleinigen Rifampicin-Resistenz eine schlechtere Prognose aufweist.?’ Die
Behandlung richtet sich nach der Resistenz und setzt sogenannte Second-Line
Drugs (SDL) ein, beispielsweise Ethionamid, Cycloserin, Amikacin, Kanamycin,
Capreomycin oder p-Aminosalicylsaure. Moégliche Behandlungskonzepte sind in
Tabelle 4 aufgeflhrt.

Tabelle 4: Therapie der Tuberkulose bei Arzneimittelresistenz (nach Treatment of Tuberculosis,
CDC 29

Resistenz gegen Alternativtherapie Dauer der
Behandlung
(Monate)

INH (£ SM) RIF, PZA, EMB (+ FQN beil|6

ausgepragter Krankheit)

INH und RIF|FQN, PZA, EMB, IW, £ alternativer | 18-24
(£SM) Wirkstoff

INH, RIF (£SM) | FQN (EMB oder PZA falls wirksam), | 24
und EMB oder | IW und zwei alternative Wirkstoffe
PZA

RIF INH, PZA, EMB (+ FQN bei|9-12

ausgepragter Krankheit)

Abklrzungen: EMB= Ethambutol, FQN= Fluorquinolon, IW=injizierbarer Wirkstoff, INH=Isoniazid,
PZA=Pyrazinamid, RIF=Rifampicin, SM=Streptomycin

FQN, beispielsweise Ofloxacin, Levofloxacin, Ciprofloxacin

IW, injizierbare Wirkstoffe: Aminoglykoside (Streptomycin, Amikacin, Kanamycin) oder das
Polypeptid Capreomycin

Alternative Wirkstoffe: Ethionamid, Cycloserin, p-Aminosalicylsaure, Clarithromycin,
Amoxicillin/Clavulansaure, Linezolid

Etwa ab dem Jahr 2000 sind Falle von Extremly Drug Resistant TB (XDR-TB)
bekannt, die sich durch Resistenz gegen Rifampicin und Isoniazid und gegen ein

Fluorquinolon und mindestens eines der injizierbaren Second-Line Drugs
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(Capreomycin, Kanamycin oder Amikacin) auszeichnen'!. Eine Erhebung des
Center of Disease Control und der WHO umfasst 17690 TB-Isolate aus den
Jahren 2000 bis 2004, von denen sich 2 Prozent als resistent gegeniiber Second
Line Drugs erwiesen haben®. Eine Ausbreitung der XDR-Tb ohne neue

Therapieoptionen gefahrdet somit die Kontrolle der Tuberkulose.

2.3 Spezielle Aspekte der HIV/TB - Co-Infektion

Die gleichzeitige Infektion mit Human Inmmunodeficiency Virus und
Tuberkulosebakterien bildet eine Kombination, die die Therapie erschwert und
die Prognose verschlechtert. Wahrend Patienten, die nur mit Mykobakterien
infiziert sind, ein Lebenszeitrisiko flir den Ausbruch der Tuberkulose von 10-20 %
haben, kann bei HIV/TB-Coinfizierten das jahrliche Risiko flir die Erkrankung
Uber 10% betragen. Die Tuberkulose ist in Entwicklungslandern die haufigste
Todesursache unter HIV-Infizierten und weltweit eine der wichtigsten
opportunistischen Krankheiten von AIDS (iberhaupt *°.

Wahrend die Todesrate durch TB global gesehen bei HIV-negativen Patienten von
1990 bis 2002 um 20 Prozent zurlickging, ging sie in den afrikanischen Landern
sudlich der Sahara - der Region mit der héchsten HIV-Pravalenz - in dieser Zeit
nur um 10 Prozent zurick. In afrikanischen Landern, in denen die HIV-Pravalenz
unter den 15-49-Jahrigen Uber vier Prozent betragt, konnte ein Anstieg der TB-
Inzidenz bei HIV-Negativen im Vergleich zwischen 1990 und 2002 von 150
Prozent festgestellt werden®. Dies macht deutlich, dass die HIV/TB-Co-
Infektionen im Sinne eines groBen Reservoirs an Mykobakterien auch einen
Einfluss auf die Verbreitung der Tuberkulose unter der HIV-negativen
Bevolkerung im Sinne einer héheren Erkrankungsrate haben.

Eine im landlichen Sudafrika zwischen Januar 2005 und Marz 2006 durchgefliihrte
Studie*” findet unter 542 bestétigten Tuberkuloseféllen 221 Félle von MDR-TB
und 53 Falle von XDR-TB. 98 Prozent der Patienten mit XDR-TB starben. Alle
Getesteten (n=44) waren HIV-positiv. Die mittlere Uberlebenszeit nach
Probengewinnung hat 16 Tage betragen. Bei zwei Dritteln der Patienten gibt es
Hinweise auf eine nosokomiale Infektion. Die Studie zeigt die relativ hohe
Verbreitung der resistenten Formen der Tuberkulose, den Zusammenhang
zwischen HIV-Status und XDR-TB und die schnelle Progression bei einer
Coinfektion.

In Abbildung 5 wird der Zusammenhang zwischen der Verbreitung von

Tuberkulose und HIV ersichtlich. Die hochsten Co-Infektionsraten finden sich in
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afrikanischen Landern sudlich der Sahara. Abbildung 6 zeigt die direkt

proportionale Beziehung zwischen HIV-Pravalenz und positiven

Sputumergebnissen auf saurefeste Bakterien.
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Abbildung 5: Weltweites Vorkommen von HIV unter Tuberkulosepatienten 2007 (aus WHO Report

2009')
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Abbildung 6: Korrelation der HIV-Privalenz zur Tuberkuloseinzidenz pro 100.000/Jahr, SS+=positiver

Sputumausstrich (aus Williams®®)

Einem Anstieg der HIV-Pravalenz in Nairobi folgt sechs Jahre spater ein Anstieg

der registrierten Falle von Tuberkulose (siehe Abb. 7).
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In afrikanischen Landern mit hoher HIV-Pravalenz sinkt seit 2004 zwar die
jahrliche Inzidenzrate, die absolute Zahl der Neuerkrankungen pro Jahr bleibt

jedoch weiterhin auf einem sehr hohen Niveau. (siehe Abb. 8).

gl Nairobi I
S ©%0 1015
S 500 ] 8
c . Q
(o} i —
7 1 1010 S
£ 300 ! 2
o ] >
c —
o 200 + 005
= 100 ]
0 a4 1000

1980 1990 2000

Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf von HIV-Priivalenz und der registrierten TB-Flle pro 100.000 in Nairobi
(aus Williams’®)
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Abbildung 8: Verlauf der Inzidenzrate in afrikanischen Lindern mit hoher HIV-Privalenz 1990 bis 2007
(aus WHO report 2009 *)

Die gleichzeitige Infektion mit HI-Viren und Tuberkelbakterien bringt aber nicht
nur Probleme in Therapie und Prognose, sondern verandert auch die Pathologie
und erschwert die Diagnostik. Die extrapulmonale Form nimmt zu, je geringer
die CD4-Zellzahl bei HIV-Infizierten ist>>. Es wird vermutet, dass das
geschwachte Immunsystem von HIV-Patienten nicht in der Lage ist, die
Mykobakterien einzuddammen, was zur hamatogenen Dissemination und daraus

folgend zur Beteiligung einzelner oder mehrerer extrapulmonaler Organe fiihrt .
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Die Probleme bei der Diagnostik im Falle einer HIV/TB-Coinfektion werden im

nachsten Kapitel abgehandelt.

2.4 Diagnostik der Tuberkulose

2.4.1 Zur Verfiigung stehende Diagnostik

An dieser Stelle wird auf die etablierte Diagnostik der Tuberkulose eingegangen
23,3745 " dje sich aus klinischen Befunden, Ziehl-Neelsen-Farbung, Tuberkulintest
und Bakterienkulturen zusammensetzt. Neuere Ansatze finden sich unter dem
Kapitel ,,Stand der Forschung" (2.4.4).

Ein Anfangsverdacht auf eine Infektion mit Tuberkelbakterien muss - vor allem in
Endemiegebieten - bereits bei jeder Art von Lungenerkrankung geduBert
werden. Ebenfalls soll an Tuberkulose gedacht werden bei Zeichen der
Lymphadenitis, besonders der Halslymphknoten. Die primare Infektion zeigt sich
oft mit grippalen Symptomen. Die anamnestischen Angaben und klinischen
Symptome wie Husten, Gewichtsverlust, Midigkeit, Temperaturerhéhung,
trockene oder feuchte Rasselgerdusche bei der Lungenauskultation sind
allerdings zu unspezifisch, um sich auf die Diaghose ,Tuberkulose"™ festlegen zu
kdnnen. Selbst eine Meningitis tuberculosa zeigt sich bis auf intensiver werdende
Kopfschmerzen viel weniger dramatisch als die typische Symptomatik bei
Hirnhautentzindung.

Ein nachster Schritt in der Diagnostik stellt die Anfarbung des Sputums des
Patienten und die Betrachtung unter dem Mikroskop dar (siehe Abb. 9). Nach
einer Anreicherung durch Zentrifugation werden die Bakterien nach Ziehl-
Neelsen, Kinyoun oder mit Auramin-Rhodanid gefarbt. Die Reagenzien filr die
Farbung nach Ziehl-Neelsen sind Karbolfuchsinlésung, Salzsaurealkohol und
Methylenblaulésung. Typisch flr die Mykobakterien mit ihrem hohen Lipidanteil
in der Zellwand ist, dass sie nach der Farbung nicht mehr mit Salzsaurealkohol
entfarbt werden kénnen. Mikroskopisch lasst sich lediglich eine Aussage treffen,
ob saurefeste Bakterien vorhanden sind. Sind diese nicht zu sehen, kann jedoch

eine Tuberkulose nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung 9: Sidurefeste Stiibchen (Tuberkelbakterien) in Ziehl-Neelsen Farbung (mit Pfeil markiert).
Quelle: Wikipedia, http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/56/TB_AFB_smear.jpg

Ein weiteres diagnostisches Mittel besteht im Tuberkulintest (Mantoux oder Tine),
einer Suspension von hitzeinaktivierten Mykobakterienproteinen, die intrakutan
injiziert oder eingeritzt wird. Hat der Patient bereits eine Infektion mit den
Tuberkelbakterien gehabt, so hat er nach ein paar Wochen eine zellulare
Antwort im Sinne einer Hypersensibilitdt vom verzdgerten Typ ausgebildet, die
sich im Falle des Tuberkulintests in einer Hautrétung und Induration um die
Einstichstelle zeigt. Der Test wird frihestens 72 Stunden nach Injektion
abgelesen. Eindeutige Aussagen koénnen nur bei negativem Test an
immunkompetenten HIV-negativen Patienten gemacht werden. Ein positiver Test
kann durch eine ausgeheilte Tuberkulose, eine Impfung und eine latente oder
akute Tuberkulose ausgeldst werden.

Nach positivem Tuberkulintest erfolgt in der Regel die radiologische Diagnostik.
Auf dem Rontgenbild kénnen der Primarherd mit befallenen Hiluslymphknoten
(Primarkomplex), die Kalkablagerungen der Kavernen, Verschattungen groBer
Tbc-Herde oder diffuse Verschattungen bei Miliartuberkulose zu sehen sein.

Die Kultivierung der Bakterien geschieht nach einer Probenvorbereitung auf
Lowenstein-Jensen-Agar oder Middlebrook-Medien und dauert zwischen zwei und
vier Wochen. Die kulturelle Anzucht der Mykobakterien ist aus verschiedenen
Proben mdglich, darunter Sputum, Bronchiallavage-Flissigkeit, Blut, Liquor und
Urin. Sie ist wichtig in der Resistenzbestimmung von Medikamenten und hat die
niedrigste Nachweisgrenze bei 10 Bakterien pro Milliliter Material. Die Sensitivitat
liegt zwischen 80 und 85%, bei einer Spezifitdt von ungefdhr 98%!. Damit gilt
der kulturelle Nachweis oft als ,Goldstandard" in der Diagnostik der Tuberkulose

51

Tierversuche mit Meerschweinchen werden nur in Ausnahmefallen durchgefihrt.
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Beim radiometrischen Verfahren Bactec setzen die in einer Bouillon wachsenden
Mykobakterien radioaktiv markierten Kohlenstoff frei, der gemessen werden
kann.

Die Amplifizierung spezifischer Gensequenzen aus Sputum und anderen Proben
und andere neuere Methoden werden unter 2.4.4 besprochen.

Die wichtigsten TB-Diagnostika, Sputumausstrich, Kultur und die molekularen
Nachweisverfahren unterscheiden sich prinzipiell auch in ihrer Nachweisgrenze
bezogen auf die Anzahl an Bacillen pro Volumen gewonnener Probe. So bendétigt
man fur die Diagnose saurefester Bakterien unter dem Mikroskop 5000 bis 10000
Tuberkel pro mI*'®°, fiir die verschiedenen Arten an Kulturen 10 bis 100 Bacillen
pro ml*!

Probel.

und bei molekularen Amplifikationstechniken etwa 10 Bacillen pro ml

2.4.2 Diagnostik in den Tropen
Die diagnostischen Mdglichkeiten in den Tropen sind nicht einheitlich. In groBen

Stadten sowie in Universitatskrankenhausern sind teilweise &hnlich hohe
Standards wie in Deutschland anzutreffen. Nachdem aber oft kein vergleichbares
Krankenversicherungssystem besteht, kdnnen sich nur wenige Patienten
aufwendige und kostenintensive Untersuchungen leisten. In peripher gelegenen
Einrichtungen der Gesundheitsversorgung, manchmal nur von medizinischem
Hilfspersonal gefihrten Ambulanzen, sogenannten ,Health posts®, ist das
Material und der Nachschub flir komplizierte Diagnostik nicht vorhanden. Die am
weitesten verbreitete und am haufigsten durchgefiihrte Tuberkulosediagnostik in
den Tropen ist demnach die Betrachtung des Sputumausstrichs unter dem

Mikroskop nach Ziehl-Neelsen-Farbung.?’

2.4.3 Probleme in der Diagnostik
Es soll hier noch einmal genauer auf die Limitationen der etablierten klassischen

Diagnostikmethoden eingegangen werden.

Wie bereits oben erwahnt, lassen klinische Befunde in der Regel keine spezifische
Diagnhose zu. Es kann sich besonders bei HIV-Patienten auch um atypische
Mykobakterien-Infektionen oder Infektionen mit anderen Erregern handeln.

Der intradermale Tuberkulin Hauttest (Mantoux) besitzt nur eine geringe
Spezifitat und Sensitivitat, vor allem in Gebieten, in denen TB endemisch ist, da
in Afrika rund 70% aller Menschen eine zellulare Immunantwort gegen das PPD
(purified protein derivate) des Tests aufzeigen®!. Die geringe Sensitivitat driickt

sich aus in vermehrt falsch-negativen Ergebnissen bei Immunsupprimierten. In
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einer Studie in Zambia hatten 43% der HIV-positiven Patienten einen falsch-
negativen Tuberkulintest®®. Durch die hohe Zahl an HIV-TB-Coinfizierten verliert
der Test dadurch seine Bedeutung und wird bei HIV-Infizierten sogar
ausdriicklich nicht empfohlen’. Die weit verbreitete Impfung mit dem Bazillus
Calmette-Guerin, die mehr als drei Milliarden Menschen erhalten haben,
begriindet die geringe Spezifitdat des Hauttests. Die Impfung enthalt Gber 200
Antigene, die mit den Mykobakterien des Mycobacterium tuberculosis complex
identisch sind und 16st damit bis zu 15 Jahre nach Vakzinierung ein falsch-
positives Testergebnis aus ’°. AuBerdem erlaubt der Nachweis einer
Immunreaktion nach Kontakt mit Mykobakterien noch keine Aussage Uber einen
Ausbruch der Krankheit.

Die Sputummikroskopie nach Anfarbung als die am weitesten verbreitete
Diagnostikmethode ist insensitiv. Sie funktioniert am besten im fortgeschrittenen
Stadium der Krankheit, schneidet aber bei HIV-Infizierten schlecht ab und ist
inadequat bei Kindern und bei extrapulmonaler Tuberkulose ’*. Small und Perkins
bemdngeln, dass bei der Diagnose eines der weltgréBten Public-Health Probleme
immer noch auf die antiquierte Methode aus dem 19. Jahrhundert vertraut werde
84, Ein Blick auf Tabelle 5 mit der groBen Zahl negativer Sputumausstriche bei
pulmonaler Tuberkulose und die groBe Zahl an extrapulmonaler Tuberkulose
zeigt den hohen Anteil falsch-negativer Ausstrichbefunde.

Tabelle 5: Angaben zur Diagnostik gemeldeter TB-Falle 2007 (aus WHO Report 2009 °), Zahlen
bezogen nicht auf geschatzte, sondern gemeldete Falle

Global Afrika Tansa-
nia

Gemeldete Falle (neu+Rezidiv) 6 067 545 1326 692 | 62 092
Positive Sputumausstriche neuer 2 580 700 561 149 24 520
pulmonaler Falle
Negative oder unbekannte Sputumaus- | 1 937 466 408 964 20 521
striche neuer pulmonaler Falle
Kultur oder Sputum bestatigte neue | 2 759 521 668 500 45 041
pulm. Falle
Anteil positiven Sputumnachweises an 57 45 41
neuen Fallen und Rezidiven in Prozent
Anteil extrapulmonaler Tuberkulose an 14 18 21
neuen Fallen und Rezidiven in Prozent
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Die Mikroskopie des Sputumausstrichs bendtigt 5000 bis 10000 Organismen/ml
und kann somit die paucibazillaren Formen nicht detektieren. Es kdnnen nur
semi-quantitative Aussagen Uber die Zahl der saurefesten Stabchen gemacht
werden .

Wahrend sich zu Beginn einer HIV-Infektion in radiologischen Bildern typische
Zeichen einer TB-Infektion finden lassen, fallt in fortgeschritteneren Stadien eine
Kavernenbildung haufig nicht auf. Diffuse Infiltrate und eine intrathorakale
Adenopatie sind haufig erkennbar, jedoch unspezifisch .

Das Problem der Kultivierung der Mykobakterien liegt in der mehrere Wochen

51

dauernden Wartezeit auf ein Ergebnis AuBerdem kénnen nur semi-

guantitative Aussagen gemacht werden.

Zusammenfassend kann man Anforderungen flir einen neuen ,idealen"
Diagnostiktest flir Tuberkulose wie folgt beschreiben:

bessere Sensitivitat als die Mikroskopie;

Feldtauglichkeit (Entwicklungslénder);

Ergebnis unabhangig vom HIV-Status;

Méglichkeit der Diagnose sputumnegativer TB;

Mdglichkeit der Diagnose extrapulmonaler TB*%;

Moéglichkeit zur Bestimmung der Bacterial Load (quantitative Angabe zu

vorhandenen Bakterien).

Viele Wissenschaftler fordern bessere Diagnostikmethoden flir die Tuberkulose
74101 - Auch die WHO forciert die Entwicklung neuer Tests und hebt in diesem
Zusammenhang auch das enorme wirtschaftliche Potential eines solchen Tests

hervor 2.

2.4.4 Stand der Forschung
Neuere Erkenntnisse Uber die genetische Struktur des Tuberkelbacillus haben in

letzter Zeit dazu beigetragen, dass neue molekulare Methoden zum Nachweis
und zur Identifizierung von Mycobacterium tuberculosis aus menschlichen Proben

entwickelt wurden.
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T-cell interferon-gamma release assays

Die zugelassenen und kommerziell erhaltlichen Tests QuantiFERON-TB-Gold®
(Cellestis Limited, Carnegie, Australia) und T Spot-TB® (Oxford Immunotec,
Oxon, UK) messen die nach Antigenstimulation von T-Zellen ausgeldste
Interferon-y (IFN-y) Produktion im Blut. Als Antigene eingesetzt werden nicht
wie beim Tuberkulintest ,purified protein derivate" (PPD), sondern die fir M.
tuberculosis hochspezifischen Antigene ,Early secretory antigenic target 6"
(ESAT-6) und ,Culture filtrate protein® (CFP-10). Sie sind nicht Bestandteil der
BCG-Impfung und damit kann je nach Héhe der gemessenen Immunantwort eine
latente TB-Infektion von einer aktiven Tuberkulose unterschieden werden.
Wahrend es sich bei Quantiferon-TB-Gold um einen Enzyme linked immuno assay
(ELISA) handelt, der die IFN-y-Konzentration bestimmen kann, benutzt der T
Spot-TB® die Technik des enzyme linked immunospot (ELISPOT) zur
Bestimmung der Anzahl IFN-y sezernierender T-Zellen %72, Dheda et al’?
bewerten in einer Metaanalyse die Sensitivitat des Quantiferon-TB Gold assays
im Vergleich zum konventionellen Hauttest in Gebieten mit hoher und niedriger
Tuberkulosepravalenz. In dieser Arbeit wird der Quantiferon-TB Gold Assay
stellvertretend als Referenz flir Interferon-y release assays (IGRAs) verwendet,
da hierzu die meisten Studien vorhanden sind. Es zeigt sich fir die latente
Tuberkulose eine aus den eingeschlossenen Studien gepoolte Sensitivitat fur die
ausgewahlte IGRA-Methode von 69 % in Gebieten mit hoher TB-Pravalenz und
von 83 % in Gebieten mit niedriger TB-Pravalenz. Eine Erklarung flr die
schlechtere Sensitivitat bei héherer Durchseuchung wird beispielsweise in der
hohen HIV-Coinfektionsrate, Unterernahrung, fortgeschritteneren Krankheits-
verlaufen und wiederholten Kontakten mit TB in Regionen mit hoher
Krankheitslast gesehen. Vorteile des IGRA-Tests gegenliber dem Hauttest zeigen
sich im Hinblick auf die bessere Sensitivitat bei BCG-Geimpften (77 % vs. 59 %).

LAM-ELISA

2

Eine Immunantwort wird auch beim Immunoassay nach Chan 2® gemessen, bei

dem das Vorhandensein von Antikérpern im Serum gegen das Mycobakterium
spezifische Lipopolysaccharid Lipoarabinomannan (LAM) sichtbar gemacht wird.

44,92

Das Antigen LAM wird Uber den Urin Infizierter ausgeschieden . Dies macht

sich der LAM-ELISA (Chemogen, So. Portland, ME, USA) zunutze, der aus
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unbehandeltem Urin das Antigen an spezifische Antikdrper bindet %!.Zuletzt

konnte hiermit allerdings nur eine Sensitivitdt von 50,7% erreicht werden’®.

Nucleic Acid Amplification Tests (NAAT)

Molekulardiagnostische Tests, die den Nachweis spezifischer
Nukleinsauresequenzen einschlieBen, kédnnen prinzipiell fir eine rasche Diagnose
sowohl pulmonaler als auch extra-pulmonaler Tuberkulose genutzt werden®!.
Einige dieser sogenannten Nucleic Acid Amplification Tests (NAAT) fur
Tuberkulose sind bereits kommerziell erhaltlich. Im Allgemeinen zeigen diese
Tests eine hohe Sensitivitat, die an die der Kultur heranreicht. Fir die PCR
(Polymerase chain reaction), die mykobakterielle DNA vervielfaltigt, existieren
eine Reihe individueller Laborprotokolle (,inhouse PCR"). Es werden vor allem
respiratorische Proben (Sputum oder Bronchiallavage) analysiert, bei denen
Sensitivitat und Spezifitat sehr hoch liegen. Das Ziel der Amplifikation ist meist
die Sequenz 1S61107°. Noordhoek und Mitarbeiter 7° stellen allerdings groBe
Qualitatsunterschiede bei den verwendeten Verfahren in unterschiedlichen
Laboratorien fest.

Die DNA-amplifizierenden Methoden sind jedoch noch nicht im groBen MaBstab in
Entwicklungslandern etabliert aufgrund der damit verbundenen Kosten, der
Komplexizitat der Tests und beispielsweise auch der aufwendigen Aufarbeitung
von Sputum, die dazu nétig ist. In einem Versuch, diese Schritte der
Sampleaufarbeitung zu umgehen und eine robustere diagnostische Methode zu
entwickeln, haben einige Studien die Amplifikation und Detektierung von M.
tuberculosis DNA im Urin von TB Patienten untersucht. Diese Herangehensweise
ist attraktiv, da Urinproben leichter und sicherer zu sammeln sind als Sputum,
das mit der Produktion infektidser Aerosole einhergehen kann und speziell bei
Kindern schwierig zu gewinnen ist. Wahrend NAAT bei Urinproben sich bei der
Detektierung von Tuberkulose der Harn- und Geschlechtsorgane als effektiv
herausgestellt haben®?, hat sich die Sensitivitat dieser Herangehensweise bei der
Detektion der haufigeren pulmonalen und extrapulmonalen Formen der Krankheit
als variabel gezeigt!’>”#2%% Botezatu et al.?* berichten (iber die Entdeckung zell-
freier DNA-Fragmente (150 bis 200 Basenpaare) im Urin, die von Zellen
stammen, die im ganzen Kdrper zugrunde gehen. Sie schatzen, dass lediglich ca.
0,5 bis 2 9% der freien DNA, die durch den Blutkreislauf stromt, die
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Nierenschranke Uberquert und mit dem Urin ausgeschieden wird, demonstrierten
allerdings, dass dieses Phanomen zu diagnostischen Zwecken ausgenutzt werden
kann. An Mausen, die intraperitoneal mit gelabelter Phagen-DNA injeziert
wurden, wurde gefunden, dass sie ungefahr 3% der DNA in einem 3-Tages-
Zeitraum ausscheiden. Ein noch kleinerer Anteil der injezierten DNA (0,06%) war
im sauren Milieu unléslich und wurde in polymerer Form im Urin ausgeschieden,
davon die vorherrschende Fraktion ungefahr 150 Basenpaare lang und damit von
potentiellem diagnostischen Nutzen. Der diagnhostische Wert dieses Unterfangens
wurde weiter gezeigt an Menschen mit dem Nachweis von mannlichen Genen im
Urin von Schwangeren mit einem mannlichen Fétus oder Frauen, die kirzlich Blut
von einem mannlichen Spender transfundiert bekommen hatten. Auch bei
Patienten mit Kolon- oder Pankreascarcinomen konnten K-ras Mutationen bei
praoperativer Urinuntersuchung gefunden werden. Nachdem das bisherige
Wissen davon ausging, dass diese DNA im Urin dadurch erscheint, dass sie die

Nierenschranke iberquert, wurde sie Transrenale DNA (Tr-DNA) genannt®.

Folgende neuere Erkenntnisse lassen auf eine Weiterentwicklung transrenaler
DNA-PCRs hoffen:

- Studien beweisen das Vorhandensein transrenaler DNA im Urin?%%88 also
zirkulierender DNA, die Uber die Niere ausgeschieden wird;

- die Wahrscheinlichkeit, kleine zirkulierende DNA in der GréBe von 150 bis 250
Nukleotiden im Urin zu finden, ist gréBer als bei langen Sequenzen #°;

- der Zusatz von Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) und die Lagerung bei -
80°C erhdhen die Stabilitat der DNA in Urinproben 7;

- die modifizierte Guanidin/Promega Methode zur DNA Extraktion aus Urin ist
besonders fiir kleine Sequenzen geeignet °’;

- das Gen cfp32 ist eine konservierte Sequenz innerhalb der Mykobakterien des
Mycobacterium tuberculosis complex und damit eine geeignete diagnostische

Zielsequenz °°,

Wichtig ist auBerdem, dass das Konzept der transrenalen DNA nicht von einer
spezifischen molekularen Platform, wie der PCR, abhangt. Sind einmal die
prinziepiellen Nachweise erbracht, dass sich kleine DNA-Stiucke von
Mycobakterium tuberculos im Urin von TB-Patienten befinden, kann dies auf
jener molekularen Platform umgesetzt werden, die am leichtesten und

kostenklinstigsten einzusetzen ist und die besten Ergebnisse liefert.
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2.5 Internationale Programme zur Bekampfung der Tuberkulose

Unter der Uberschrift ,Millennium Development Goals" haben sich im September
2000 auf dem United Nations Millennium Summit die Vertreter aller Lander
verpflichtet, acht Ziele bis 2015 mit Nachdruck zu verfolgen. Eines der Ziele
lautet, die Ausbreitung von Krankheiten, speziell von HIV/Aids und Malaria, aber
auch anderer Krankheiten wie Tuberkulose einzuddmmen.?® Auf diesem Ziel
grindet das Engagement der Weltgemeinschaft und speziell der

Weltgesundheitsorganisation gegen die Verbreitung der Tuberkulose.

Die speziellen Ziele flur die Tuberkulose sind damals wie folgt beschrieben
worden:

bis 2005 70% der smear-positiven Patienten zu erkennen;

von diesen 85% erfolgreich zu behandeln;

bis 2015 die Inzidenz zu halten und den Trend umzukehren;

TB Pravalenz und Todesraten zwischen 1990 und 2015 zu halbieren**°,

2.5.1 DOTS und DOTS-PLUS
Schon 1991 wird auf der World Health Assemly die Tuberkulose als ein weit

verbreitetes Problem der o6ffentlichen Gesundheit thematisiert. Als eine Antwort
darauf wird 1994 das DOTS Programm (fir Directly Observed Treatment - short

course) aufgelegt, eine Kontrollstrategie flir Tuberkulose.

Die DOTS-Strategie beinhaltet finf Elemente:

- Politische Entschiedenheit;

- unter Personen mit langer andauerndem Husten Falle mit TB mittels
Sputummikroskopie zu erkennen;

- standardisierte “short course” Therapie unter ordentlichen Bedingungen der
Betreuung des Patienten einschlieBlich Behandlung unter Beobachtung;

- regelmaBiges Vorhandensein von Medikamenten;

- ein standardisiertes System der Buchhaltung und Berichterstattung, das eine

Uberpriifung der individuellen Patienten wie des ganzen Programms erlaubt®.

Die DOTS-Strategie haben bis zum Jahr 2006 182 Lander eingefiihrt. Bis 2004
sind mehr als zwanzig Millionen Patienten unter DOTS behandelt worden. Auch
1991 sind schon die unter den ,Millennium Development Goals™ genannten Ziele

zur Erkennung und Behandlung genannt worden, damals bis zum Jahr 2000.
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2004 betrug die Erkennungsrate 53%, der Behandlungserfolg der erkannten TB-
Falle naherte sich 2003 mit 83% dem Ziel von 85%.

Durch die Ausbreitung multiresistenter Tuberkulose, sogenannter MDR-TB
(multidrug-resistant tuberculosis), ist flir betroffene Gebiete eine Umwandlung
des DOTS-Programms in ein DOTS-Plus Programm vorgesehen, das unter
bestimmten Bedingungen den Einsatz von Reserve-Tuberkulostatika vorsieht.
Besonderen Wert wird auf Resistenztestung, Drug Monitoring und die strikte
Einhaltung der téglichen Therapie unter Beobachtung gelegt ®2. DOTS-Plus wird

bereits in 35 Pilotprojekten an {iber 10000 Patienten eingesetzt ’.

2.5.2 StopTB
Das weitestreichende Ziel hat sich die StopTB Partnership gesetzt: eine Welt frei

von Tuberkulose im Jahr 2050. Das Netzwerk mit Sitz in Genf besteht seit 1998
und verbindet heute Uber 400 Partner aus o6ffentlichen Organen, Nicht-
Regierungs-Organisationen, akademischen und wirtschaftlichen Institutionen. Ihr
Programm zur Kontrolle der Tuberkulose schlieBt die DOTS-Strategie der WHO
mit ein, geht aber noch dariber hinaus. Im jingsten Global Plan to Stop TB
2006-2015 baut man auf die Zusammenarbeit der sieben Arbeitsgruppen, die
sich in den Bereichen der Ausweitung von DOTS und DOTS-Plus, der
Verknupfung von Forschung und Programmen von TB und HIV, neuer Diagnostik
fir TB, neuer Medikamente, neuer Impfungen und der sozialen Dimension von
TB austauschen. Beispiele flr Partner sind die Global Drug Facility und das Green
Light Committee, die sich flir die Bereitstellung von Medikamenten im Rahmen

der DOTS und DOTS-Plus Programme einsetzen’%"”,

2.5.3 Foundation for Innovative New Diagnostics (Find)
Die gemeinnltzige Organisation FIND ist ein Mitglied der Stop TB Partnership.

Unter anderem unterstitzt und koordiniert sie die Entwicklung neuer
diagnostischer Méglichkeiten der Tuberkulose. Erfolgsversprechende
diagnostische Methoden sollen an die Bedurfnisse armer Lander angepasst und in
ihrer Effizienz und Wertigkeit miteinander verglichen werden. Der Erfolg der
neuen diagnostischen Mdglichkeiten soll dann am Einfluss auf die Inzidenz- und
Prédvalenzraten gemessen werden®. Auf drei verschiedenen Ebenen des
Gesundheitssystems sollen neue Tests unterstltzt werden. Dabei geht man
davon aus, dass auf der Stufe des ,Health post® 60 %, in Mikroskopiezentren
30 % und in Referenzlabors zehn Prozent der Patienten erreicht werden kdnnen.

Als Alternative zu bestehenden Tests sehen Perkins et al. vereinfachte Methoden
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der Nukleinsaure-Amplifikation (NAAT), wie der PCR, auf den Ebenen des

Mikroskopiezentrums und des Referenzlabors 7.
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3 Problemstellung und Zielsetzung

Ein Ende der Ausbreitung von Tuberkulose ist bedingt durch die HIV-Epidemie
und die Entstehung resistenter Tuberkulose-Keime nicht in Sicht. Internationale
Programme haben dort Erfolge in der Bekampfung der Tuberkulose, wo sie
wissenschaftlich begrindet und nach den Methoden moderner Medizin
durchgefuhrt werden. Am Anfang jedes individuellen Falles mit Verdacht auf eine
Infektion mit dem Tuberkelbakterium steht die schnelle und sichere Diagnose.

Wie bereits in der Einleitung (2.4.4) dargestellt, gibt es sensitive und spezifische
Methoden zum Nachweis von Tuberkulose mittels PCR. Allerdings funktionieren
diese Nachweise nur in Sputum (bei pulmonaler TB) und Blut (bei disseminierter
TB). Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll die Beobachtung?®?, dass der Nachweis
zugrundegegangener Zellen, sei es koérpereigen oder fremd, durch die
Amplifikation kurzer Fragmente von DNA im Urin mdglich ist, am Besipiel der

Tuberkulose untersucht werden.
Hierbei ergeben sich einige zu I6sende Probleme:

- Wieviel DNA kommt bei TB im Urin an: Zu dieser Frage ist noch sehr wenig
bekannt. Hinweise kdnnen hier zwar andere Erfahrungen mit transrenaler DNA,
etwa bei Tumoren oder Schwangerschaft, geben, speziell flir die Tuberkulose
liegen hier jedoch noch keine Daten vor. Selbst die Menge an Tuberkelbakterien
im Blutkreislauf zu unterschiedlichen Krankheitsstadien, sozusagen eine
».bacterial load", scheint wenig untersucht.

- Wie kann der Urin gewonnen werden: Hier geht es vor allem um die
Stabilisierung einer gewonnen Probe durch additive Agenzien, um den Zustand
der Probe zum Zeitpunkt der Abnahme zu konservieren, wenn moglich Uber
Monate bis Jahre, jedoch mindestens bis zum Zeitpunkt der Weiterverarbeitung.

- Wie muss das Probenmaterial Urin gelagert werden, um einen Abbau von DNA
zu verhindern: Eine wichtige Rolle spielen hier die Lagerungstemperatur und die
zuvor erwahnten Stabilisatoren.

- Wie wird die DNA am besten aus Urin aufgereingt: Winschswert ware das
Vorliegen von purer DNA in Wasser geldst. Dabei geht es vor allem um die

Entfernung von Stoffen, die die PCR inhibieren kénnten.



36

- Die Sperzifitat fir Mykobakterien des Mycobacterium tuberculosis complex: Es
sollen spezifisch nur die Tuberkulose auslésenden Mykobakterien nachgewiesen
werden, da sich die Behandlung atypischer Mykobakterien wesentlich von der
Behandlung der Tuberkulose unterscheidet.

- Die besonderen Bedingungen und die Umsetzbarkeit in den Tropen: Dies wird
in erster Linie durch die Art der eingesetzten Probe bestimmt. Urin ist nicht nur
einfach zu gewinnen, sondern birgt auch kein so groBes Infektionsrisiko wie die
Blutabnahme oder die Gewinnung von Bronchialsekret oder Magensaft.
Angesichts der hohen Zahl an HIV/TB-Coinfizierten ist das Risiko flr das
medizinische Personal nicht unerheblich. Kleine Urinproben stellen desweiteren
auch eine Mdoglichkeit flr breite Screeninguntersuchungen dar. Trotz des
Einsatzes der modernen Methode der PCR soll darauf geachtet werden, dass die
Umsetzung einfach, kostenglinstig und in den Tropen umsetzbar bleibt.

- Schnelle Ergebnisse: Das diagnostische Ergebnis soll im gunstigsten Fall noch
am selben Tag vorliegen. Damit soll ein deutlicher Vorteil gegentiber der mehrere
Wochen dauernden Diagnostik per Kultur geschaffen werden.

- Aussagen Uber die Quantitat: Die Methode soll bestenfalls Angaben machen
kdnnen, wie viele Mykobakterien sich in der eingesetzten Probe befunden haben.
Daraus kénnen bei etablierter Anwendung einmal Rickschlisse auf das Stadium

der Erkrankung und eventuell auch zum Behandlungserfolg gezogen werden.

Die so getestete Methode soll in einem zweiten Schritt evaluiert und mit anderen
Nachweisverfahren verglichen werden. Zur Bewertung stehen Urinproben von
Patienten mit Verdacht auf Tuberkulose aus Mbeya, Tansania, zur Verfligung, bei

denen Diagnostik mittels Mikroskopie und Kultur durchgefiihrt worden ist.

Die Hypothese dieser Arbeit lautet:
Es wird davon ausgegangen, dass kleine zell-freie Mycobacterium tuberculosis
DNA-Fragmente, die von Infektionsherden auBerhalb des Urogenitaltrakts

stammen, im Urin von TB-Patienten nachzuweisen sind.



Material und Methoden 37

4 Material und Methoden

4.1 Uberblick und Vorarbeiten

Uberblick

(Etablierung der konventionellen PCR

- J

(\Neiterentwicklung zur quantitativen Real-|

d:ime-PCR )
- ) X ™
Evaluation von drei DNA-
\Extraktionsmethoden )
e T ™
Anwendung an klinischen Proben

& J

Es soll eine PCR entstehen, die es mdglich macht, Tuberkulose-DNA aus Urin von
Tuberkulose-Infizierten  nachzuweisen. Zunachst sollen die optimalen
Reaktionsbedingungen ermittelt werden, unter denen die konventionelle PCR mit
anschlieBender Gelelektrophorese die besten Ergebnisse liefert. Es findet dann
eine Weiterentwicklung auf die Methode der quantitativen Real-time PCR statt,
die die Mdglichkeit der direkten Auswertung am Computer und der Bestimmung
der Kopienanzahl bietet. AnschlieBend werden drei kommerziell erhaltliche
Methoden zur DNA-Gewinnung aus Urin mittels der neu entstandenen PCR
bewertet. Die beste Methode wird letztlich an gesammelten Urinproben aus
Tansania angewandt.

Die Arbeit findet durch Vermittlung von PD Dr. med. Michael Hdlscher in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Alimuddin Zumla am
Windeyer Institute of Medical Research des Centre for Infectious Diseases and
International Health am University College of London, besonders Herrn Huggett,

Ph.D., und des Mbeya Medical Research Programme in Mbeya, Tansania, statt.
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Vorarbeiten

Fir die angestrebte PCR sind bereits die DNA-Sequenzen der Primer, die an
Anfang und Ende der Zielsequenzen binden, von Herrn Huggett bestimmt
worden. Zielsequenz ist ein Abschnitt des Gens cfp 32, das flr den
Mycobacterium tuberculosis complex spezifisch ist™°.
Die Zielsequenz besitzt die folgende Sequenz:

AGAGAAGCGAATACAGGCAAGGCACGCCGAACTGGGTCGACCTTCAGACCACCG
ATCAGTCCGCCGCCAAAAAGTTCTACACATCGTTGTTCGGCT

Mittels des BLAST-Programms (Basic Local Alignment Search Tool) des National
Center for Biotechnology Information (Internetseite: http://blast.ncbi.nlm.nih
.gov/Blast.cgi) konnte nachvollzogen werden (siehe Abbildung 10), dass die oben
genannte Sequenz unter allen sequenzierten Genomen der Datenbank zu 100 %
nur mit dem Genom von Tuberkulose-Mykobakterien Ubereinstimmt. Abbildung

11 zeigt die identische Ubereinstimmung der cfp32-Zielsequenz und der

Sequenzen der Genome von Mycobacterium tuberculosis H37Ra
NZ_AAYK01000158 und Mycobacterium tuberculosis str. Haarlem cont1.3.

Sign In

NCBI/BLAST/ Microbes/ Formatting Results - GGSNYTCZ01R

pFomatting options ~ #Download

cfp32
Query ID cl|17155 Database Name 0928 databases
Description None Description P Ses details
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.2,18+ BCitation

Query Length 96
Other reports: PSearch Summary [Taxonomy reports | [Distance tree of results]

P Graphic Summary
¥ Descriptions
Legend for links to other resources: M unicene @ ceo [@ cene B structure [ Map Viewer

Sequences producing significant aligmments:
{Click headers to sort columns)
Accession | Description | Max score | Total score | Query coverage | _Evalue | Maxident | Links

8.1 Mycobacterium tuberculosis H37Ra NZ_AATK01000158, whole genom 178 178 100% 7e-43 100%

0003.1 Mycobacterium tuberculosis str, Haarlem contl.3, whole genome shot 178 100% 78-43 100%

0011.1 Mycobacterium tuberculosis C contl.11, whole genome shotgun sequi 178 100% 7e-43 100%
Mycobacterium tuberculosis F11, complete genome 178 100% 7e-43 100%

Mycobacterium tuberculosis H37Ra, complete genome 178 100% Te-43 100%

Mycobacterium bovis BCG str, Pasteur 1173P2, complete genome 178 100%: Te-43 100%

Mycobacterium bovis AF2122/97, complete genome 8 178 100% 7e-43 100%

Mycabacteriurn tuberculosis H37Ry, complete genome 178 178 100% 7e-43 100%

NC_002755.2 Mycobacterium tuberculosis CDC1551, complete genome 178 178 100% 7e-43 100%

Abbildung 10: Beschreibung der Genomsequenzen, die zu 100% mit der abgefragten Sequenz von cfp32
iibereinstimmen
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>[]ref|NZ ALYEO1000155.1] Igi Mycobacterium tuberculosiz H3TRa NI_AAYEOLO00155, whole genome
shotgqun sequence

gh [AAVEOLO00155. 1] wycobacterium tuberculosis H3YRa, whole genowme shotogun sequence
Length=8556

Jcore = 175 bits (96), Expect = Te-43

Identities = 96/95 (100%), Gaps = 0/96 (0%)

Gtrand=Flus/Plus

Query L AGAGALGOGAATACAGGCALGGCAC GOCGAACTFEETCFACCTTCAGACCACCGATCAGT A0

FEEEEEEErr e et e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e el
Fbjct  TTET  AGAGRALGCGAATALCAGGCALGGCACGCCGRACTGGETCFACCTTCAGACCACCGATCAGT 7786

Query ol CCGCCGCCAARARRTTCTACACATCGTTGTTCGGCT 26

LV e e et e e e et et
Fbhjeoc 7787 CCGCCOGCCALAALGTTCTACACATCGTIGTTCGGCT 7822

}[]reflﬂz ALINO10000035.1] [J Mwcobacterium tuberculosis str. Haarlem contl.3, whole genome
shotpun sequence

gh [ AASN01000005. 11 [] Mycobacterium tuberculosis str. Haarlem contl.3, whole genome
shotgun sequence
Length=47741

Jcore = 175 bits (96), Expect = Te-43

Identities = 26/96 (100%), Gaps = 0796 (0%)

Gtrand=Flus/Plus

Query L AGAGLAGCFAATACAGGCALGGCACGCCCALCTGEETC FACCTTCAGACCACCGATCAGT 60

FEELEETEErE e e e e e e e e e e e e et e el
Fhjct 46928 AGAGRAGCHAATACAGGCLLGGCACGCCGAACTGGGTCGACCTTCAGACCACCGATCAGT 46957

Query 6l COGOCGCCAMALAGTTCTACACATCGTTIGTTCGGET 26

FCLTEETEEr e e e e et e
Fbhjct 46955 CCGOCGCCARALAGTTCTACACATCGTIGTTCGGCT 47023

Abbildung 11: Zwei Beispiele fiir die iibereinstimmende Nukleotidabfolge zwischen abgefragter Sequenz
und sequenziertem Genom zweier Mycobacterium tuberculosis-Bakterien

Um die PCR entwickeln zu kénnen, muss das Gen in Plasmidform in groBer Zahl
vorhanden sein, um die prinzipielle Funktionsweise der PCR simulieren zu
kdénnen. Dr. Huggett hat dazu das hergestellte Gen mittels Vektor in die DNA des
Bakteriums E.coli eingesetzt und das Bakterium in Kultur angeziichtet, um so das
Gen zu vermehren (Klonierung). Ich habe zu Beginn meiner Arbeit die
Sequenzen der Primer flr die Genabschnitte ,cfp32mini* und ,cfp32large®, sowie
E.coli.-Kulturen mit den jeweils enthaltenen Genabschnitten von Dr. Huggett zur
Verfigung gestellt bekommen. Im April 2006 habe ich 78 Urinproben aus Mbeya,

Tansania zur Weiterverarbeitung erhalten (siehe Kapitel 4.7).

4.2 Etablierung der konventionellen PCR

Gewinnung der nachzuweisenden Genabschnitte aus E.coli.-Bakterien

(Teilschritte der Klonierung)

Die auf -20°C in Glycerinlésung gelagerten E.coli.-Kulturen wurden auf LB-Agar
plattiert, der 100 pg/ml Ampicillin enthalt. Die E. coli.-Bakterien, deren
Vermehrung erwiinscht ist, enthalten den pGEM®-T Easy Vektor (Promega) mit

der gewlnschten Zielsequenz (Insert) und ein Resistenzgen gegen das
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Antibiotikum Ampicillin. Es wurden ca. 5 pl Glycerinlésung auf ca. 50 pl Agar
gebracht und bei 37°C Uber Nacht im Schittelinkubator kultiviert.

Am nachsten Tag wurde eine einzelne Kolonie mit einer Impfése vom Agar
gepickt und diese wiederum mit ungefahr 5 ml LB-Agar (100 pl/ml Ampicillin) bei
37°C Uber Nacht im Schittelinkubator bebritet. Dieser Vorgang wurde noch mit
zwei anderen Kolonien durchgefuhrt. In drei verschiedenen GefaBen befand sich
nun je eine Kolonie.

Aus je 1,5ml Agar mit der gewachsenen Bakterienkultur wurde mit dem Fast
Plasmid® Mini Kit von Eppendorf nach Protokoll des Herstellers die DNA eluiert.
Das Kit arbeitet mit einer enzymatisch-osmotischen Bakterienlyse. Die Plasmid-
DNA wird in einem weiteren Schritt auf einer Membran eingefangen. Zunachst
musste dazu die komplette Lyselésung (Lysissolution) hergestellt werden, indem
der RNase/Lysozym Mix der Lyselésung zugegeben wurde. Die Lyseldésung
musste auf eine Temperatur von 0°C bis 4°C gebracht werden. AuBerdem wurde
dem Waschpufferkonzentrat 38 ml (bei dem Kit fir 100 Preparationen)
Isopropanol (95-100%) zugegeben. Die 1,5ml Bakterienkultur wurde in einem
2ml Kulturréhrchen (Culture Tube) in einer Tischzentrifuge bei maximaler
Geschwindigkeit (mindestens 13000 Umdrehungen pro Minute) pelletiert. Nach
dem Verwerfen des Uberstandes wurden 400 pl der kompletten Lyselésung
zugegeben und das Pellett durch 30 Sekunden langes Mischen mit dem
Vibrationsschuttler resuspendiert. Das Lysat wurde drei Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert und in eine Anordnung bestehend aus einer Saule
und einem Abfallréhrchen (Waste tube) Gberfuhrt. Es folgte die Zentrifugation bei
maximaler Geschwindigkeit flr eine Minute, die Zugabe von 400 uyl Waschpuffer
und eine erneute Zentrifugation mit den gleichen Bedingungen. Das Filtrat wurde
aus dem Abfallréhrchen entfernt, so dass das Abfallrdhrchen erneut bei einer
weiteren einmindtigen Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit genutzt
werden konnte, um die Saule zu trocknen. Danach wurde die Sdule in ein
Sammelréhrchen gesetzt, 50 ul Elutionspuffer auf die Sdule gegeben und so die
DNA durch erneute einminltige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit

eluiert. Die eluierte Plasmid-DNA wurde bei -20°C gelagert.
Restriktionsenzymverdau

Der Restriktionsenzymverdau mit anschlieBender Auftrennung der DNA auf dem

Agarosegel wurde durchgefiihrt um den Erfolg der Klonierung zu Uberprifen. Um
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die in den rekombinanten pGEM®-T Easy Vektor eingesetzte Gensequenz
freizusetzen, wurde das Restriktionsenzym EcoR1 benutzt. Der Vektor enthalt
exakt zwei Schnittstellen fir dieses Restriktionsenzym, so dass nur das Insert

herausgeschnitten wird (siehe Abbildung 12).

pGEM®-T Easy Vector

T7 Transcription Start

5. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GUATG CTCCC GGCCG CCATG
... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 Promater I I I || I
Apa | Aatl S| Btz  Neol
GCGGC CGLGE GAATT -::'r.:1,6.TT3’(d_n_ g in,Pl.t) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GOGCC CTTAAGCTA U - 1 2 TTAGTG ATCAC TTAAG CGCOG GCGGA CGTCT AGCTG

EcoR | Spel  EcoR| pstl Sal |
stL N =tL

SPE Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGLGT TOGAT GUATA GCT TG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 2
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA . .. 57

| | | || | SPG Promoter
N | Sac | Bst¥ | Nsi |

Abbildung 12: Gensequenz des verwendeten Vektors mit der Stelle, an der der zu Kklonierende
Genabschnitt eingesetzt wird (cloned insert) und den Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym (EcoRI)
aus http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf

Der Enzymverdau wurde flr zwei Stunden bei 37°C in einem Eppendorfgefall mit
dem unter Tabelle 6 aufgelisteten Ansatz durchgefihrt und durch

Hitzeinaktivierung gestoppt.

Tabelle 6: PCR-Ansatz flir den Restriktionsenzymverdau

Pro Kolonie

NEB-Puffer |2 pl

EcoR1 0,4 ul
Aqua 14,6 pl
Plasmid- 3 ul
DNA

Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, mit der Molekile getrennt
werden kdénnen. Im Falle der DNA-Moleklle kann man sie auch zur Bestimmung

der Lange und damit zur Uberpriifung von gewonnenen Produkten benutzen. Die
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DNA-Fragmente werden dazu in ein Agarosegel gegeben, das sich in einer
Gelkammer mit Pufferlésung befindet. An die Gelkammer wird ein elektrisches
Feld angelegt, in dem die negativ geladenen DNA-Molekiile (Anionen) zum positiv
geladenen Pol (Anode) wandern. Behindert werden sie dabei durch die als
Molekularsieb wirkende Agarosegelmatrix. Dadurch wird erreicht, dass die DNA
je nach Lange eine unterschiedlich lange Strecke im Agarosegel zuricklegt.
Durch den in das Gel zugegebenen interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid
werden unter einer UV-Beleuchtung die aufgetrennten Fragmente als Banden
sichtbar. Das Gel kann mit einer CCD-Kamera fotografiert und digital
weiterverarbeitet werden.

Fir die Produkte des Restriktionsenzymverdaus wurde in unserer
Versuchsanordnung Gel aus 100ml| 1xTBE-Puffer und 1,2g Agarose (Seakem)
hergestellt. Nach dem Kochen des Gemischs in der Mikrowelle wurden 2l
Ethidiumbromid zugegeben und das Gel auf dem Geltray um die Kdmme fir die
Geltaschen herum gegossen. Nach dem Ausharten des Gels wurden je 12 pl des
Produkts aus dem Enzymverdau mit 4 pl Blaupuffer versetzt und in die
Geltaschen pippetiert. AuBerdem wurde in eine Tasche 5 pl des Langenstandards
100 bp ladder, ein Gemisch von DNA-Fragmenten bekannter Lange, als Referenz
gegeben, das parallel zur Probe mitlief. Das Gel auf dem Geltray wurde in die mit
1xTBE-Puffer geflillte Gelkammer gelegt. Es wurde eine Spannung von 100mV
angelegt. Nach ca. einer Stunde wurde das Gel unter dem UV-Licht betrachtet

und fotografiert.
PCR

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction=PCR)
erlaubt die gezielte Vermehrung spezifischer DNA-Abschnitte aus einem Gemisch
von DNA-Molekllen. Dabei flankieren die sogenannten Primer, eine
Nukleotidsequenz auf dem ,sense"“-Strang der DNA und eine andere auf dem
~antisense“-Strang, den zu amplifizierenden DNA-Abschnitt. Die zugegebene
DNA-Polymerase repliziert erst nach der Anlagerung der Primer und flllt die
Strange mit freien Nukleotiden auf (Elongation). Damit sich die Primer an die
richtige Stelle der DNA anlagern, missen sie aus der entsprechenden
Komplementdrsequenz hergestellt werden. Der Anlagerungsschritt (das
Annealing) kann erst stattfinden, wenn es zur Trennung der beiden DNA-Strange

gekommen ist. Dieser als Denaturierung bezeichnete Schritt wird durch
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Temperaturen um 95 °C erreicht. Ublicherweise werden 30 - 40 Zyklen von
Denaturierung, Annealing und Elongation durchgefihrt. Da diese Schritte bei
unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt werden, benétigt man eine
hitzestabile DNA-Polymerase, z.B die Tag-Polymerase aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus. Die Polymerase bendtigt flr ihre Reaktion
Magnesiumionen und freie Nukleotide. Die PCR kann nur in einem bestimmten
Puffermilieu ablaufen und findet in einem Thermocycler, einer Maschine zur
exakten Temperaturregulierung, statt. Das Prinzip der Verfielfaltigung von DNA-
Abschnitten durch die PCR zeigt Abbildung 13.

template DA

| 40PG - B5°C

IT s o =30

Anneal
prmer

DMA& polymerase
| 7oeC
TTIrrY TTrrrrerr '[t;l T
Extension

Abbildung 13: PCR-Zyklus aus URL: http://www.246.ne.jp/~takeru/chalk-less/lifesci/images/pcr.gif

Flr eine Test-PCR wurde ein Produkt des Restriktionsenzymverdaus mehrmals im
Verhaltnis 1:10 mit Wasser verdinnt und in den Ansatz wie ihn Tabelle 7 zeigt

eingesetzt.

Tabelle 7: Ansatz flir Test-PCR

Komponenten Je Probe (1x)
Wasser 12,6 pl
dNTPs 3,2 ul
10xPuffer 2,0 pl
Magnesiumchlorid | 1,2 pl
Primer 1 0,4 pul
Primer 2 0,4 ul
Tag-Polymerase 0,2 ul
Gesamtvolumen 20 pl
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Nach Zugabe von je 1 pl DNA aus dem Enzymverdau wurde der PCR-Ansatz im
Thermocycler folgendem Temeraturprofil ausgesetzt: Nach einer
finfzehnminltigen Denaturierung bei 95°C folgten vierzig Zyklen mit 95°C fir 30
Sekunden, 55°C flir 60 Sekunden und 72°C fir zwei Minuten. AbschlieBend
wurde eine Elongationsphase von zehn Minuten bei 72°C eingestellt.

Es wurden die Primer JH_MTB_F3 und JH_MTB_R3 (siehe Tabelle 8) verwendet.

Tabelle 8: Name und Sequenz der verwendeten Primer

Sequenzname | 5" - 3 Sequenzen

Vorwarts-Primer | JH_MTB_F3 AAGAGAAGCGAATACAGGCAA

Rickwarts-
Primer JH_MTB_R3 CCGAACAACGATGTGTAGAACT

Bestimmung der optimalen Annealingtemperatur

Da die Wahl der Annealingtemperatur wesentlichen Anteil am Erfolg des PCR-
Produkts hat, wurde die PCR mit unterschiedlichen Temperaturen zur
Primeranlagerung durchgefuhrt. Daflir wurde derselbe Ansatz wie oben
verwendet. Als Thermocycler diente der TGradient von Biometra®, der es erlaubt,
in jeder Reihe eine andere Annealingtemperatur einzustellen. Es wurden sieben
Temperaturen zwischen 45 und 65°C (45°C, 45,5°C, 46,9°C, 51,4°C, 56,2°C,
60,9°C, 64,5°C) ausgewahlt. Mit der anschlieBend durchgeflhrten
Gelelektrophorese wurde die optimale Annealingtemperatur anhand der

Bandenstarke bestimmt.

4.3 Weiterentwicklung zur quantitativen real-time PCR

Umstellen der PCR auf SYBR Green und real-time

Die real-time PCR basiert auf dem gleichen Prinzip der exponentiellen DNA-
Amplifikation wie die konventionelle PCR. Folgt dieser aber noch der Schritt der
Gelelektrophorese zum Auswerten der Produkte, wird bei der real-time PCR die
Entstehung des Produktes in Echtzeit gemessen und nach dem Laden der Daten
im Anschluss auf dem Computerbildschirm angezeigt®®. Die simultane
Vervielfaltigung und Auswertung erfolgt in Thermocyclern, die Uber eine UV-

Lampe und eine CCD-Kamera verfligen. Zum Erzeugen eines Fluoreszenzsignals



Material und Methoden 45

wird hier der Farbstoff SYBR Green® I gewéahlt, der an doppelstréngige DNA
bindet.

Die Thermocyclerbedingungen wurden von der optimierten konventionellen PCR
verwendet (95°C fur 15 Minuten, 40 Zyklen mit 95°C fur 30 Sekunden, 56°C fur
eine Minute, 72°C flr zwei Minuten und als abschlieBenden Schritt 72°C fir zehn
Minuten). Als Thermocycler diente das ABI Prism® 7700 Sequence Detection

System. Es wurde nun folgender Master-Mix-Ansatz verwendet (Tabelle 9):

Tabelle 9: PCR-Ansatz fiir die real-time PCR mit SYBR® Green

Je Probe (1x)
Power SYBR® Green | 25 pl
Primer 1 1l
Primer 2 1pl
Wasser 22 ul
DNA-Template 1 pl
Gesamtvolumen 50 pl

Zur Kontrolle wurde das PCR-Produkt in die Gelelektrophorese eingesetzt und mit
einem Produkt der konventionellen PCR verglichen. Das Gel wurde aus 250 ml
TBE 1xPuffer, 6,25 g Methaphor Agarose und 5 pl Ethidiumbromid hergestellt.

Gelextraktion des cfp32-Genabschnitts

Um spater eine Standardkurve flr die quantitative real-time PCR erstellen zu
kénnen, wurde der cfp 32-Genabschnitt, der das Target der Primer ist, in
Reinform benétigt. Hierzu wurde zunachst ein PCR-Produkt aus einer
konventionellen PCR in ein Gel eingesetzt. Zur Bestimmung der gewlinschten
cfp32-Bande lief ebenfalls der Langenmarker 100 bp ladder mit im Gel. Nach
dem Abschluss der Elektrophorese wurde das Gel unter dem UV-Licht betrachtet
und die gewlnschte cfp32-Bande mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten.
Die Extraktion der DNA aus diesem Gelstlick erfolgte mit dem QIAEX II Agarose
Gel Extraction Kit.

Das Gelstiick wog ca. 100 mg. Es wurde in ein 1,5 ml Réhrchen gegeben. Da das
DNA-Fragment unter 100 Basenpaaren Lange hat, mussten laut Protokoll des
Herstellers 600 pl des Puffers QX1 zugegeben werden. Nach einer Resuspension
von QIAEX II wurden 10 ul davon in das Réhrchen zugegeben. QIAEX II besteht
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aus Silicapartikeln, an denen die DNA gebunden wird. Die Adsorption der DNA an
die Partikel findet nur in der salzigen Umgebung der zugesetzten Puffers statt.
Das Rdhrchen wurde wahrend der anschlieBenden Inkubation fir zehn Minuten
bei 50°C alle zwei Minuten mit dem Vibrationsschittler gemischt. Es war zu
beachten, dass die Farbe der Suspension gelb bleibt und so der richtige pH-Wert
sichergestellt war. Hatte sich der pH-Wert gedandert, hatte die Lésung mit
Natriumacetat versetzt werden mussen. Nach einer Zentrifugation bei 14000 rpm
fir 30 Sekunden wurde der Uberstand mit einer Pipette entfernt. Es folgten drei
Waschschritte mit den Puffern QX1 und PE, nach denen das Pellet 15 Minuten
lang luftgetrocknet wurde. Der Eluierungsschritt mit Zugabe von 20 pl Wasser,
Inkubation, Zentrifugation und Pipettierung des die DNA enthaltenden
Uberstandes in ein sauberes Réhrchen wurde zweimal durchgefiihrt, um die

Ausbeute der eluierten DNA zu erhdhen.

Bestimmung der Konzentration des cfp32-Fragments

Um eine genltgend hohe Konzentration zu erreichen, die messbar ist, wurde die
aus dem Gel extrahierte DNA einer weiteren PCR unterzogen, um die cfp32-
Fragmente zu amplifizieren.

AnschlieBend musste aus dem PCR-Ansatz wieder die pure DNA gewonnen
werden. Dazu wurde das E.Z.N.A.™ Cycle-Pure Kit eingesetzt (Protokoll: URL:
http://www.omegabiotek.com/productsrange/danrancleanup/dnarnacleanup%20
PDF%20usermenul/0906menu/CyCle-Pure®%?20Kit%20082806.pdf). 30 pul des
PCR-Ansatzes wurden zusammen mit 120 pl eines CP Puffers in ein 1,5 ml
Réhrchen gegeben und gevortext. Danach wurde die Probe auf eine HiBind® DNA
Saule gebracht, die sich in einem sauberen 2 ml Sammelréhrchen befand. Die
Anordnung wurde eine Minute lang bei 10000 g zentrifugiert. Auf die gleiche
Weise folgten zwei Waschschritte mit jeweils 500 pl Waschpuffer, der vorher aus
dem Konzentrat und Ethanol hergestellt wurde. Im letzten Schritt wurde die DNA
in einem weiteren Zentrifugationsschritt mit Wasser in ein sauberes 1,5 ml
Réhrchen eluiert.

Die Konzentration (Masse pro Volumen in ng/ul) der eluierten DNA wurde mit
dem NanaDrop ND-1000 Spektrophotometer gemessen. Dazu wurde 1 ul der
DNA auf den Sockel des Gerats gebracht und der Apparat geschlossen. Mit dem

Starten durch das Bedienen der Software komprimierte der Probenarm den
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Tropfen und erzeugte somit eine Flissigkeitssaule, in der die spektrale Messung

vorgenommen wurde.

Erstellen einer Standardkurve

Um flr eine quantitative PCR definierte Standards erzeugen zu kénnen, ist die
Kopienanzahl in den Standards mit einer unabhangigen Methode zu bestimmen.
Dies war durch die Messung im Spektrophotometer gegeben.

Die Berechnung des Molekulargewicht des cfp32 Genfragments erfolgte anhand
folgender Uberlegungen:

1 Base = 300 Dalton = 300 u

95 Basen = 28500 u

1u=1,66054 x 10%! mg

95 Basen = 4,732539 x 107! ng

Die Lange des untersuchten cfp 32 Genfragments betragt 95 Basen. Um die
Kopienanzahl der cfp 32 Genfragmente zu ermitteln, musste die mit dem
Spektrophotometer bestimmte Masse durch die Masse des 95 Basen langen
Stlckes dividiert werden. Die Kopienanzahl wurde hier auf die DNA-Einzelstrange
des cfp32-Genabschnitts bezogen.

Nachdem die Kopienanzahl an cfp32 Genfragmenten pro pl in einem Rdhrchen
bestimmt wurde, konnten davon Verdinnungen im Verhaltnis 1:10 hergestellt
werden.

Als Test wurde ein PCR-Run mit finf Verdinnungen mit bekannter Kopienzahl als
Standards durchgefiihrt. Zwei zusatzliche Verdinnungen wurden als Unbekannte
eingesetzt, um die von der PCR bestimmte Kopienzahl mit der tatsachlichen

Kopienzahl vergleichen zu kénnen.

4.4 Evaluierung von drei DNA-Extraktionsmethoden mit Hilfe
gespikter Urine

4.4.1 Herstellung gespikter Urine

Funf freiwillige Probanden, von denen keine gesundheitlichen Probleme bekannt
waren, wurden gebeten, mindestens 50 ml Urin in Sammelbechern abzugeben.
Es wurden von jeder Probe zwei Aliquots zu 25 ml in Falconréhrchen angelegt. In
jedes Aliquotréhrchen wurden 0,5 ml 0,5 molarer EDTA;TrisHCI-Lésung
pipettiert. Mit der Zugabe von EDTA und TrisHCI soll der Abbau von DNA

verhindert werden®’.
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Jeweils ein 25 ml-Urinaliquot wurde mit 2,3x10° Kopien des cfp32-Einzelstranges
beimpft (Spiking). Die Beimpfung fand auch an zwei Wasserproben statt, die in
der gleichen Weise wie die Urine behandelt wurden. Den folgenden DNA-
Extraktionsmethoden wurden sowohl die Aliquots mit den beimpften Kopien als
auch die ungespikten Proben unterzogen. Den Extraktions-Endprodukten der
ungespikten Aliquots wurde anschlieBend die Anzahl an cfp32-Kopien zugegeben,
die entsprechend der unterschiedlichen Vorgaben der jeweiligen
Extraktionsmethode am Anfang der DNA-Extraktion in die gespikten Proben
eingesetzt wurde. Somit konnte im Anschluss per PCR ermittelt werden, wie hoch

der Anteil der durch die Extraktion gesammelten DNA war.

4.4.2 Puregene Extraktion
Der kommerziell erhéltliche Puregene® DNA Purification Kit (im Weiteren

bezeichnet als ,Puregene™) basiert laut Hersteller auf einer modifizierten Methode
der Salzprazipitation. Hierbei handelt es sich um die Ausfallung von DNA und
Proteinen unter bestimmten Salzkonzentrationen. FUr den ersten Schritt der
Zelllyse wurden 100 pl Urin bzw. Wasser in ein 1,5ml Zentrifugenréhrchen
gegeben, das zuvor mit 500 ul Zelllyselésung versetzt wurde. Nach dem Mischen
der Lésung mittels Pipette wurden 3 pl Proteinase K (20 mg/ml) zugegeben und
das Lysat bei 55°C eine Stunde lang inkubiert.

Zu Beginn der Proteinprazipitation wurde das Lysat finf Minuten im Eisbad
gekuhlt und anschlieBend mit 200 upl Proteinprazipitationslésung versetzt. Es
folgte eine Vermischung durch Vortexen und eine weitere Kiihlung im Eisbad fur
zehn Minuten. Durch Zentrifugation bei 13000 Umdrehungen pro Minute fir drei
Minuten wurden die ausgefallten Proteine an der Wand des Zentrifugenréhrchens
pelletiert.

Zur DNA Prezipitation wurde nur der Uberstand in ein sauberes 1,5 ml Réhrchen
unter Zuricklassen der Proteinpellets mit der Pipette transferiert. In das saubere
Réhrchen wurden zuvor 600 ul Isopropanal (100%) gegeben. Laut Protokoll
musste das Réhrchen 50 mal gewendet werden und mindestens fiinf Minuten auf
Raumtemperatur gehalten werden. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(13000 Umdrehungen pro Minute fiir funf Minuten) musste der Uberstand
verworfen und das Roéhrchen auf sauberem saugfahigen Papier getrocknet
werden. Das Waschen der DNA erfolgte mit 600 pl Ethanol (70%) mit

anschlieBender Zentrifugation (13000 Umdrehungen pro Minute fir eine Minute)
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und AbgieBen des Uberstandes. Daran schloss sich die Lufttrocknung des
Réhrchens auf sauberem saugfahigen Papier liber 15 Minuten an.

Die nun extrahierte DNA wurde in 20 ul Hydratisierungsléosung gelést und zur
kompletten Hydratisierung eine Stunde bei 65°C inkubiert. Dabei wurden die

Réhrchen regelmaBig per Hand gedreht.

4.4.3 Quiagen Extraktion
Das Prinzip des QIAamp® DNA Mini Kit (im Weiteren bezeichnet als ,Quiagen“)

basiert auf der Bindung der DNA auf Silicagelmembranen. In mehreren
Waschschritten werden Kontaminationen und Proteine entfernt.

Vor der eigentlichen Durchfiihrung mussten noch Puffer und Protease vorbereitet
werden. Dazu wurden 1,2 ml nukleasefreies Wasser zur lyophilisierten QIAGEN
Protease gegeben und das Enzym im Wasser geldst. Das Konzentrat des Puffers
AW1 musste mit 25 ml Ethanol (96-100%), das des Puffers AW2 mit 30 ml
Ethanol (96-100%) verdinnt werden.

Zuerst wurden 20 pl Protease in ein 1,5 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert und
200 pl Urin bzw. Wasser zugegeben. Nach der Zugabe von 200 pul AL Puffer
wurde das Gemisch 15 Sekunden lang mit dem Vibrationsschittler gemischt. Der
Inkubation bei 56°C flir zehn Minuten schloss sich eine kurze Zentrifugation an,
um Tropfen von der Innenseite des Réhrchendeckels zu entfernen. Jedes Sample
wurde daraufhin mit 200 pl Ethanol versetzt, 15 Sekunden lang mit dem
Vibrationsschittler gemischt und kurz zentrifugiert. Das Gemisch wurde
anschlieBend mit einer Pipette auf eine Drehsaule (QIAmp Spin Column), die sich
in einem 2 ml Sammelréhrchen befand, gebracht und nach SchlieBen der Kappe
bei 8000 Umdrehungen pro Minute eine Minute lang zentrifugiert. Das alte
Sammelréhrchen mit dem Filtrat wurde verworfen und die Sdule in ein neues
Sammelréhrchen gebracht. Es folgten zwei Pufferschritte: Beim ersten wurden
500 pl AW1 Puffer auf die Saule appliziert, beim zweiten 500 pl AW2 Puffer. Der
erste Pufferschritt wurde mit 8000 Umdrehungen pro Minute fur eine Minute und
der zweite mit 13000 Umdrehungen pro Minute flr drei Minuten durchgefuhrt.
Dem letzten Pufferschritt schloss sich die Lésung der DNA an, indem die
Drehsdule in ein sauberes 1,5 ml Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt wurde und nach
der Zugabe von 100 ul AE Puffer und der einminltigen Inkubation bei
Raumtemperatur ein Zentrifugationsschritt mit 8000 Umdrehungen pro Minute

flr eine Minute erfolgte.
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4.4.4 Promega Extraktion
Es wurde die modifizierte Guanidinisothiocyanat/Promega Wizard® Methode

angewandt wie sie von Su et al.®° beschrieben wurde (im Weiteren bezeichnet als
~Promega“). Dazu wurden zunachst 3 ml Urin bzw. Wasser mit 4,5 ml
Guanidinisothiocyanat versetzt.

Der Kit des Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System bindet die DNA eines
Samples an ein spezielles Harz und eluiert sie nach mehreren Waschschritten in
Wasser.

Begonnen wurde bei dieser Methode mit dem Anbringen des mitgelieferten
Zylinders einer Spritze an das Luer-Lok®-Ansatzstiick einer Minisdule. AuBerdem
musste von einer 3 ml Wegwerfspritze der Firma Becton-Dickinson der Kolben
entfernt und bereitgehalten werden. 1 ml des Harzes wurde in den Lauf der
Spritze gegeben. Dazu wurden die 7,5 ml des Urin/Guanidinisothiocyanat-
Gemischs pippetiert und in Portionen durch die Minisdule gedrickt. Nach dieser
Beladung der Saule wurden 2 ml Waschlésung durch die Saule gepresst. Zum
Konzentrat der Waschlésung mussten zuvor noch 70 ml Ethanol (95%) gegeben
werden. Der Schaft der Spritze wurde entfernt und die Minisaule in einem 1,5 ml
Zentrifugenréhrchen bei 10000 Umdrehungen pro Minute flir zwei Minuten
zentrifugiert. Die Sdule wurde in ein neues 1,5 ml Réhrchen gegeben. Zur
Eluierung der DNA wurden 50 pl Nuklease-freien Wassers gegeben und eine
Minute gewartet. Durch den letzten Zentrifugationsschritt (mit 10000

Umdrehungen pro Minute fir 20 Sekunden) wurde die DNA in Wasser gelost.

4.5 Einsetzen extrahierter DNA in die q-rt-PCR

Die extrahierte DNA aller drei Extraktionsmethoden wurde auf gleiche Weise der
real-time PCR unterzogen um die Kopienzahlen der verschiedenen Proben

bestimmen und vergleichen zu kénnen.

4.6 Vergleich der Extraktionsmethoden mit langerer Plasmid-DNA

Es sollte auch untersucht werden, ob es Unterschiede in der Extraktion zwischen
kurzen und langen DNA-Sticken aus dem Urin gibt. Prinzipiell besteht die
Méglichkeit, dass menschlicher Urin unterschiedlich lange DNA-Stlicke enthalt.
Dazu wurde das klonierte extrahierte Plasmid linearisiert, die Konzentration
bestimmt, wie das kurze cfp32-DNA-Stilick in bestimmter Menge in 5 Urine bzw.
2 Wasserproben gespikt, mit allen drei Methoden isoliert und mit der real-time

PCR die Kopienzahl bestimmt. Zur Erstellung der Standardkurve wurden
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Verdinnungen des linearisierten Plasmids verwendet. Die Kopienzahl wurde hier
auf doppelstrangige DNA bezogen. Die Vorgehensweise bei der Standardkurve

der Plasmid-DNA wurde auch bei den klinischen Proben beibehalten.

4.7 Anwendung von DNA-Extraktion und PCR an klinischen
Urinproben aus Mbeya, Tansania

4.7.1 Studienort

In der Stadt Mbeya im sldwestlichen Tansania existiert das Mbeya Medical
Research Programme (MMRP), ein Gesundheitsentwicklungs- und
Forschungsprojekt des Mbeya Referral Hospitals, des Mbeya Regional Medical
Office, des National Institute of Medical Research, des U.S. Military HIV Research
Programme und der Abteilung flr Infektions- und Tropenmedizin der LMU
Minchen (PD Dr. med. Michael Hdlscher). Die Forschungsschwerpunkte des
Programms liegen in der Epidemiologie von HIV, der Beschreibung des
Risikoverhaltens unterschiedlicher Bevdlkerungsgruppen bezlglich sexuell
libertragbarer Krankheiten und der Diagnostik von Malaria und Tuberkulose *2.
Im Rahmen einer weiteren Studie zur Diagnostik der Tuberkulose wurden die
Urinproben flr diese Arbeit gewonnen.

In der Region Mbeya leben ungefahr 2 Millionen Menschen. Tuberkulose und HIV
sind weit verbreitet. Im Jahr 2006 wurden 3601 TB-Félle registriert®®. Die HIV-
Pravalenz betragt laut einer groBen Untersuchung etwa 13 %, mit

Schwankungen zwischen 8 und 19 % an verschiedenen Orten®®.

4.7.2 Probengewinnung, Transport, Lagerung
Im Marz 2006 wurden im Mbeya Referral Hospital Urinproben von 78

sequentiellen Patienten gesammelt. AuBerdem wurde von jedem Patienten
Sputum gesammelt, das fir das Ausstrichpraparat und die Léwenstein-Jensen

Kultur verwendet wurde.

Einschlusskriterien fUr die Patienten waren:

Klinischer Verdacht auf pulmonale Tuberkulose: andauernder Husten langer als
zwei Wochen;

die Patientin/der Patient ist in der Lage, mindestens 2 ml Sputum an zwei
verschiedenen Zeitpunkten zu produzieren;

die Patientin/der Patient ist 18 Jahre alt oder alter.
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Ausschlusskriterien flr die Patienten waren:
die Patientin/der Patient befindet sich gerade in Behandlung gegen Tuberkulose;

die Patientin/der Patient kann keine 2 ml Sputum produzieren.

Die Patienten wurden gebeten, eine Probe Mittelstrahlurin in einem Urinbecher
abzugeben.

Zur Aliquotierung einer Urinprobe wurden zwei 9 ml Urine DNA Stabilizer
Monovetten® der Firma Sarstedt AG & Co., Niimbrecht, ein steriler Multiadapter
(Sarstedt) und Barcode Labels mit der Patienten ID benétigt. Die Monovetten®
wurden speziell angefertigt und enthielten genau so viel EDTA und TrisHCL, dass
bei Beflllung mit 9 ml Urin die Endkonzentration von EDTA und TrisHCI
10 mmolar betrug. Im Labor wurden die Angaben der Urinproben, die grdBer als
20 ml waren, mit der Patientenliste verglichen und mit einem Label versehen.
Gelabelt wurden auch die zwei 9 ml Monovetten®, in die nacheinander unter
Verwendung desselben Multiadapters Urin aufgezogen wurde.

Im direkten Anschluss an die Aliquotierung wurden die Proben in einem
Gefrierschrank bei -70°C gelagert.

Nach Abschluss der Studie wurden die Proben in einer Styroporkiste, beftllt mit
gefrorenem Kohlenstoffdioxid (-78,4°C, Trockeneis), gefroren von Mbeya nach
Minchen transportiert. Das Trockeneis wurde auf dem Tansport einmal erneuert.
In Minchen wurden die Proben noch am Abend der Ankunft auf -20°C gefroren

und am nachsten Tag auf -80°C gebracht.

4.7.3 Verarbeitung der gewonnenen Urinproben
Die gewonnenen Urinproben wurden nach der Promega Extraktionsmethode wie

unter 4.4.4 beschrieben behandelt, um die enthaltene DNA zu isolieren. Dabei
wurden von jeder Probe ca. 5 ml eingesetzt.

Fur die real-time PCR wurde 1 pl DNA pro Ansatz verwendet.
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4.8 Material

4.8.1 Chemikalien

Agarose

Bromphenolblau

Ethanol, absolut, reinst

zur Analyse

Ethidiumbromid
Isopropylalkohol, reinst

zur Analyse

LB-Agar

LB-Medium

PBS pH=7,4

10XTAE-Puffer (Tris, Na-Acetat,
EDTA)

10xTBE-Puffer (Tris, Borsaure,
EDTA)

PCR:

MgCl, Solution 25 mM

10xPCR Gold Buffer

dNTPs

Power SYBR® Green Master Mix

PCR-Primer

DNA-Marker:
100bp ladder

4.8.2 Enzyme
Eco RI

Not I
AmpliTaq Gold® (Polymerase)

4.8.3 Gerate
Autoklav Technorama

Brutschrank

Distriman® Pipette

Biozym, Hessisch-Oldendorf
Sigma, Deisenhofen

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Gibco, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roche, Branchburg, USA
Roche, Branchburg, USA
Qbiogene, Heidelberg

Applied Biosystems, Woolston, UK

Thermo Electron, Ulm

Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
Roche, Branchburg, USA

Integra Biosciences Tecnorama
Deutschland GmbH, Fernwald
Haereus Instruments, Hanau

Gilson, Bad Camberg
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Mehrkanalpipetten Impact
Laminar Flow

Mikrowelle Privileg 8017E
Waage Kern 440-33
Wasserbad

Vortexer REAX top
Schwabach

(Vibrationsschuttler)

Gelelektrophorese:
DNA Sub Cell
Horizon 11.14
USA

GDS 8000®, UV-Transilluminator,

Gelanalyse- und Dokumentations-

System Grabit®

PCR:

TGradient

Uno II

ABI Prism® 7700 Sequence

Detection Sytem

Zentrifugen:
Tischzentrifuge Mikro 22R

Rotina 46

4.8.4 Kommerzielle Kits
FastPlasmid®

QIAEX® II Gel Extraction Kit
E.Z.N.A.™ Cycle-Pure Kit
Erlangen

Puregene® DNA Purification Kit
(from 100 pl Body Fluid)
QIAamp® DNA Mini Kit
Wizard® Plus Minipreps

Matrix Technologies, Wilmslow, UK
KeBler+Luch GmbH, Giessen
Quelle, Flrth

Kern & Sohn, Balingen

Haake, Berlin

Heidolph Instruments GmbH,

Bio-Rad, Minchen

Life Technologies Inc., Gaithersburg,

UVP Products Ltd., Cambridge, UK

Biometra, Géttingen
Biometra, Géttingen

Applied Biosystems, Darmstadt

Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen

Eppendorf AG, Hamburg
Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
PEQLAB Biotechnologie GMBH,

Gentra Systems, Minneapolis, USA

Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Promega, Madison, USA
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4.8.5 Sonstiges
Agarplatten (d= 90 mm), steril

Glasflaschen 250 ml, 500 ml
Kulturréhrchen, steril
Zentrifugenréhrchen, 1,5 ml
Plastibrand® 1,5 ml ReaktionsgeféBe
Safe-Lock® Tubes 2 ml

9 ml Monovette®

Multi-Adapter
Quali-Filterpipettenspitzen, steril
Distritips® Mini syringes
96-V-Mikrotitrierplatte
Oldendorf

Optical Caps

Ampuwa (Aqua, steril)

Drigalski Spatel

Gasbrenner GASI

(®=registered trademark

™= trademark

Roth, Karlsruhe

Schott AG, Mainz

Roth, Karlsruhe

Eppendorf AG, Hamburg

Brand GmbH, Wertheim
Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Kisker, Steinfurth

Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich

Biozym Scientific GmbH, Hess.-

Applied Biosystems, Foster City, USA
Fresenius Kabi, Bad Homburg

Roth, Karlsruhe

Schutt Labortechnik, Goéttingen

Es wird keine Gewahr flr die Angaben GUbernommen.)
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5 Ergebnisse

5.1 Klonierung

Die erfolgreiche Vermehrung des das cfp32-Gen enthaltenden Inserts in den
E.coli-Bakterien wurde nach dem Enzymverdau durch das Restriktionsenzym
EcoR1 und der Extraktion der DNA durch die Auftrennung im Agarosegel
nachgewiesen. In der ersten Tasche wurde der Langenstandard, die 100 bp DNA

ladder von Invitrogen, in den nachsten drei Taschen die DNA aufgetragen.

bp

2072 -
LT

: :
FR I VT

Abbildung 14: DNA-Leiter 100 bp ladder zum Vergleich der DNA-Grofie (in 100 Basenpaar-Schritten);
auch in den folgenden Abbildungen verwendet, wenn nicht anders angegeben.

Abbildung 15: Die schwiichere Bande reprisentiert das Insert mit dem enthaltenen cfp32-Abschnitt, die
stark leuchtende Bande (oberhalb 2072 bp) wird von der DNA des Vektors gebildet.

Die Banden oberhalb der Bande von 2072 bp (base pairs; Basenpaaren)
entsprechen der DNA des vermehrten Vektors (3015 bp). Die Banden kurz
unterhalb der 300 bp- Marke entsprechen der DNA des durch das Enzym EcoR1
herausgeschnittenen Inserts plus der Uberhdnge, bedingt durch die Schnittstellen

des Restriktionsenzyms.
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5.2 Bestimmung der Konzentration des cfp32-Genabschnitts

Ein im Rahmen der Optimierungsversuche (siehe 5.3) gewonnenes Amplifikat
einer Verdlinnung einer in 5.1 in eine der DNA-Taschen gegebenen Mischung aus
Vektor und cfp-Genabschnitt wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und
aufgetrennt. Amplifiziert wurde ein 95 Basenpaare langer Abschnitt des Gens
cfp32. Unter dem UV-Licht wurde unter Kamerakontrolle die Bande dieses 95
Basenpaar langen Abschnitts herausgeschnitten und anschlieBend die darin
befindliche DNA nach dem QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol extrahiert.

cfp3iz2-Bande

Abbildung 16: Das Agarosegel vor dem Ausschneiden der cfp32-Bande
Abbildung 17: Das Agarosegel nach dem Ausschneiden der cfp32-Bande

Die Abbildungen 16 und 17 zeigen das Gel vor und nach dem Ausschneiden der
cfp32-95bp-Bande.

Nach der Extraktion enthielt das Eluat nun nur DNA dieses cfp32-Genabschnitts.
Um die Kopienzahl zu erhéhen wurde 1 pl einer 1:10-Verdinnung diese Eluats
einer PCR mit 40 Zyklen unterworfen. Durch die spezifischen Primer wurde nur
der 95bp-Abschnitt von cfp32 amplifiziert.

30 pl dieses PCR-Produkts wurden erst mit dem peQLab E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit
von Bestandteilen des PCR-Mastermixes gereinigt und die Konzentration der

verbleibenden DNA mit dem NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer bestimmt.

Die Konzentration der cfp32-DNA betrug 10,86 ng/ul.

Daraus wurde die Anzahl der Kopien der DNA-Einzelstrange des cfp32-

Genabschnitts wie folgt berechnet:
1 Base = 300 Dalton = 300 u
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95 Basen = 28500 u
1u=1,66054 x 10%! mg
95 Basen = 4,732539 x 10! ng

10,86ng sind wieviele Einzelstrang-Kopien n mit je einem Gewicht von 4,732539

x 107! ng?

n= 10,86ng : 4,732539 x 10! ng = 2,2947512 x 10*! Kopien/ ul

Mit der so gewonnenen Kopienzahl konnte dber Verdlinnungen eine
Standardkurve fiir die real-time PCR erstellt werden (siehe Abbildung 18). Uber
diese Standardkurve mit den bekannten Kopienzahlen kann das Programm der
real-time PCR die Kopienzahl von Proben unbekannter DNA-Konzentration
bestimmen und somit eine quantitative Aussage Uber das Vorhandensein der
Gensequenz manchen, was im Fall der hier angestrebten PCR dem ,Bacterial

load"™ von Tuberkelbakterien entsprechen soll.

Abbildung 18: Das Bild zeigt eine nahezu lineare Kurve mit einem Korrelationskoeffizienten von 99,8 %,
was auf eine exakte Aussage beziiglich der Quantitiit schliefen lésst.

5.3 Optimierung der PCR

Es wurden auf der PCR-Maschine T-Gradient die unterschiedlichen
Annealingtemperaturen von 45 °C, 46,9 °C, 51,4 °C, 56,2 °C, 60,9 °C und
64, 5 °C eingestelit.
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Bei 56,2 °C zeigte sich im Agarosegel (siehe Abbildung 19) die eindeutigste
Bande, so dass eine Annealingtemperatur von 56°C als optimal angesehen

wurde.

45°C NC 46.9°C ) ¥ o

100bp Bande

100bp Bande

36,2°C 60,9°C 64,5°C

Abbildung 19: Unterschiedliche Verdiinnungen von cfp 32 (95 Basenpaare) bei den angegebenen
Annealingtemperaturen; am Rand 100bp ladder. Die deutlichsten Banden sind bei 56,2°C zu beobachten.

Zunachst wurde eine 1:10 Verdlinnungsreihe der DNA aus 4.1 erstellt und die
Verdinnung bestimmt, die nach einem PCR-Durchlauf noch auf dem Agarosegel
als Bande ablesbar war. Dies war die achtfache 1:10 Verdlinnung von DNA zu
Wasser. Die PCR wurde dann auf das real-time PCR Gerat uUbertragen und mit
den gleichen Thermocyler-Bedingungen wurde getestet, ob nach einem Durchlauf
das neue Gerat die geringste Verdlinnung in gleicher Weise amplifizierte wie die
konventionelle PCR. Dazu wurden die PCR-Produkte beider Gerate auf dem
Agarosegel verglichen (Abbildungen 20 und 21) und es konnte qualitativ eine
gleich gute Amplifikation festgestellt werden.
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Abbildung 20: Amplifikat der konventionellen PCR (cfp 32 Abschnitt bei 95 Basenpaaren)
Abbildung 21: Amplifikat, erzielt auf der rt-PCR-Maschine

Abbildung 22: Amplifikat, erzielt auf der rt-PCR-Maschine unter Verwendung des Power SYBR® Green
Master Mix

Auch nach EinfUhrung des Power SYBR® Green Master Mix konnte auf der real-
time PCR diese Verdiinnung gleich gut amplifiziert werden, wie das Agarosegel in
Abbildung 22 zeigt.

Mit dem Erstellen der Standardkurve und der Anpassung der konventionellen PCR
an das real-time PCR-Gerat und den real-time PCR Master Mix Power SYBR®
Green, waren die Voraussetzungen gegeben um die Extraktion von DNA aus
gespikten Urinproben zu bewerten und danach die beste Extraktionsmethode an

klinischen Samples anzuwenden.

5.4 Evaluation unterschiedlicher Extraktionsmethoden beziiglich
Inhibierung und Potenz

Berechnung der Kopienzahl an cfp32-Einzelstrang-DNA, die in 25 ml Urin bzw.
Wasser eingesetzt wurden:

10 pl von einer Verdiinnungslésung mit einer Konzentration von 2,3x10® wurden
in 25 ml Urin bzw. Wasser gegeben: damit enthielten 25 ml Urin bzw. Wasser
2,3x10° Kopien.

Tabelle 10 zeigt die Berechnung der Kopienzahl, die jeweils in der
entsprechenden Extraktionsmethode eingesetzt wurde:

Tabelle 10: Berechnung der Kopienzahl bezogen auf die Extraktionsmethode; *E+n=x10"

Extraktionsmethode Einsatzvolumen | Berechnung Kopienzahl* Kopienzahl*
Puregene 100 pl 0,1ml x (2,3E+9/25 ml) 9,2E+6
Quiagen 200 pl 0,2ml x (2,3E+9/25 ml) 1,84E+7

Promega 3 ml 3ml x (2,3E+9/25 ml) 2,76E+8
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Die PCR-Daten wurden mit dem Microsoft Excel Programm und dem Programm
Graph Pad Prism 4 ausgewertet. Abbildung A1l im Anhang zeigt beispielhaft die
Ergebnisse der Promega-Extraktion, wie sie auf dem real-time PCR System
prasentiert werden. Tabelle A1 (Anhang) liefert die detaillierten Beschreibungen

dazu.

Abbildung 24 veranschaulicht grafisch die Anzahl der DNA-Kopien, die jeweils
durch die drei Extraktionsmethoden in den Urinproben und Wasserproben

gewonnen wurde.

O Wasser 2 + definierte Menge
cfp32DNA, eingesetzt vor der
Extraktion

B Wasser 1 + definierte Menge
cfp32DNA, eingesetzt vor der
Extraktion

] @ Urin 5 + definierte Menge

cfp32DNA, eingesetzt vor der

Extraktion

Quiagen W Urin 4 + definierte Menge
cfp32DNA, eingesetzt vor der
Extraktion

I ] O Urin 3 + definierte Menge

1 C cfp32DNA, eingesetzt vor der

_ Extraktion

0O Urin 2 + definierte Menge

Puregene cfp32DNA, eingesetzt vor der
Extraktion

B Urin 1 + definierte Menge

T 1 I ‘ cfp32DNA, eingesetzt vor der

‘ ‘ ‘ Extraktion
1,0%E+O 1,002E+0 1,0(1E+0 1,0%E+O 1,008E+0 1,000E+1 | spiked starting quantity

DNA-Kopienzahl

Promega

Extraktionsmethode

Abbildung 24: Extrahierte Anzahl an cfp32-Kopien in fiinf unterschiedlichen Urinproben von Gesunden
und zwei Wasserproben im Vergleich zur tatsiichlich eingesetzten Menge (spiked starting quantity)

In Abbildung 25 wird der Unterschied deutlich zwischen der tatsachlich
eingesetzten und der extrahierten DNA-Menge.
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Promega

T T 1 O Mittelwert der 2 Wasser,
I eingesetzt vor der Extraktion

Quiagen d m Mittelwert der 5 Urine,
g eingesetzt vor der Extraktion

\ o spiked starting quantity

g —

1,00E+0 1,00E+0 1,00E+0 1,00E+0 1,00E+0 1,00E+1
0 2 4 6 8 0

DNA-Kopienzahl

Extraktionsmethode

Abbildung 25: DNA-Kopienzahlen der durch die drei genannten Methoden extrahierte DNA in Wasser
und Urin im Vergleich zur tatsiichlich eingesetzten Menge (spiked starting quantity); Mittelwerte gebildet
aus den Einzelwerten von Abbildung 24

Extrahierte DNA in

Relation zur
eingesetzten
(Wasser)
O Promega
l m Quiagen
O Puregene

Extrahierte DNA in

Relation zur
eingesetzten (Urin)

0,00% 0,10% 0,20% 0,30% 0,40% 0,50% 0,60% 0,70% 0,80%

Relativer Anteil der eingesetzten DNA in %

Abbildung 26: Relativer Anteil aus Wasser bzw. Urin extrahierter DNA im Verhiltnis zur eingesetzten
DNA-Menge bei den Extraktionsmethoden Promega, Quiagen und Puregene

Die Promega-Methode zeigt eine deutlich bessere Ausbeute bezogen auf das
Samplematerial Urin. Sie extrahierte prozentual den gréBten Anteil der
eingesetzten DNA (siehe Abbildung 26).
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Promega B Mittelwert der 2 Wasser, DNA eingesetzt
] nach der Extraktion
O Mittelwert der 5 Urine, DNA eingesetzt
nach der Extraktion
. O Mittelwert der 2 Wasser, DNA eingesetzt
cuiagen _ vor der Extraktion
B Mittelwert der 5 Urine, DNA eingesetzt

vor der Extraktion
O spiked starting quantity

Extraktionsmethode

Puregene ‘

[ [ [ [ [ [ [

1,00E 1,00E 1,00E 1,00E 1,00E 1,00E 1,00E 1,00E 1,00E 1,00E
+00 +01 +02 +03 +04 +05 +06 +07 +08 +09

DNA-Kopienzahl

Abbildung 27: Vergleich der Kopienzahlen von vor und nach der jeweiligen Extraktionsmethode
eingestzten DNA bei Wasser und Urin. Spiked starting quantity: tatséichlich eingesetzte DNA-Menge

Abbildung 27 verdeutlicht den Verlust an Dann; durch die Extraktionsmethode,
durch das Samplematerial (Urin bzw. Wasser) und die eingeschrankte Detektion
der real-time PCR. In absoluten Zahlen konnte die Promega-Methode
Uberzeugen, obwohl fraglich bleibt, warum die Extraktion aus dem

Samplematerial Wasser eine niedrigere Kopienzahl erbrachte als die aus Urin.
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Varianz der DNA-Recovery aus unterschiedlichen
Urinen im Vergleich zum Mittelwert der
DNA-Recovery aus Wasser

Puregene

55000~
50000 -
45000
40000+
35000+
30000 -
25000+
20000
150004
100004
5000+

0

copy nr.

Urinsa;mples Mittelwer"t Wasser
Urinsamples vs. Mittelwert Wasser

Quiagen
75000~

50000+

copy nr.

25000+

L] ¥
Urinsamples Mittelwert Wasser
Urinsamples vs. Mittelwert Wasser

Promega
3000000-

. 2000000+

copy nr

1000000+

Urinsa:mples Mittelwer!t Wasser
Urinsamples vs. Mittelwert Wasser

Abbildung 28: Verteilung der Kopienzahl der gespikten Urine im Vergleich zu gespiktem Wasser
(Mittelwert der zwei Werte) bei der Puregene-, Quiagen- und Promega-Methode
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Alle drei Methoden zeigten (siehe Abbildung 28) eine Varianz bezlglich der 5
individuellen Urinsamples, allerdings ist eine genaue Analyse der Abweichungen
in jeder Methode nétig:

Alle finf Kopienzahlen aus Urinen, die mit dem Puregene-Kit extrahiert wurden,
liegen unter den Werten, die aus Wasser extrahiert wurden und in etwa in einem
Intervall von 5000 bis 25000 Kopien.

Quiagen extrahierte ungefahr zwischen 25000 und 75000 DNA-Abschnitte aus
den Urinen. Die Werte liegen um den Wert des Mittelwerts der Wasserproben.
Die DNA-Recovery der Promega-Methode aus den Urinen liegt oberhalb der von
Wasser in einem flnf- bis sechsstelligen Bereich. Damit konnte gezeigt werden,

dass das Kit von Promega flir das klinische Material Urin die beste Wahl darstellt.

Die an dem 95 Basenpaar kleinem DNA-Stlick (Cfp32) gewonnenen Ergebnisse
wurden verglichen mit Ergebnissen von den gleichen Versuchen mit einem etwa
3100 bp langen DNA-Strang, dem linearisierten pGem-Vektor, der auch den
kleinen cfp32-Genabschnitt enthielt.

m Mittelwert der 2 Wasser, DNA

Puregene lin. . ;
Vektor. 3100 eingesetzt nach Extraktion
Basenpaare O Mittelwert der 5 Urine, DNA

eingesetzt nach Extraktion

O Mittelwert der 2 Wasser, DNA
eingesetzt vor Extraktion

m Mittelwert der 5 Urine, DNA
Puregene cfp32 eingesetzt vor Extraktion

pur, 96 . . .
Basenpaare _—‘— @ spiked starting quantity

—

1 100 10000 1000000 1E+08 1E+10

Abbildung 29: Vergleich der DNA-Extraktion mit der Methode von Puregene. Oben ist die Extraktion des
langen linearisierten Vektors dargestellt, unten die Extraktion des kurzen Genabschnitts. ,,Spiked starting
quantity“ stellt die wirklich eingesetzte Menge an DNA-Kopien dar. Ein Vergleich zwischen DNA-Kopien
in Urin und Wasser ist moglich. Auflerdem ist der Verlust von DNA durch die Extraktion abzuschiitzen
(Unterschied zwischen DNA eingesetzt vor der Extraktion und nach der Extraktion)
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m Mittelwert der 2 Wasser, DNA

Quiagen lin. : ,
Vektor. 3100 eingesetzt nach Extraktion
Basenpaare O Mittelwert der 5 Urine, DNA

eingesetzt nach Extraktion

O Mittelwert der 2 Wasser, DNA
eingesetzt vor Extraktion

] ® Mittelwert der 5 Urine, DNA
Quiagen cfp32 eingesetzt vor Extraktion

BaZL:r,]pizre i—‘ O spiked starting quantity
\

1 100 10000 1000000 1E+08 1E+10

Abbildung 30: Beschreibung diquivalent zu Abbildung 29. Quiagen Extraktionsmethode

Promega lin m Mittelwert der 2 Wasser, DNA
Vektor 3106 eingesetzt nach Extraktion
Basenpaare O Mittelwert der 5 Urine, DNA
eingesetzt nach Extraktion
| O Mittelwert der 2 Wasser, DNA
eingesetzt vor Extraktion
m Mittelwert der 5 Urine, DNA
Promega cfp32 eingesetzt vor Extraktion
pur, 96 . . .
Basenpaare @ spiked starting quantity
\ \

1 100 10000 1000000 1E+08 1E+10

Abbildung 31: Beschreibung iliquivalent zu Abbildung 29. Promega Extraktionsmethode

Die Abbildungen 29 bis 31 zeigen, dass sich alle drei Extraktionsmethoden
unabhangig von der GrbéBe des eingesetzten DNA-Sticks &hnlich verhielten.
Damit war nun zu erwarten, dass bei klinischen Proben die transrenale DNA im

Bereich zwischen 100 und 3000 Basenpaaren extrahiert wiirde.

5.5 Evaluation an klinischen Proben

Insgesamt wurden bei 78 Patienten 78 Urinproben und 153 Sputumproben
gesammelt. Bis auf zwei Ausnahmen standen bei jedem Patienten zwei

Sputumproben zur Verfigung, von denen jeweils eine Léwenstein-Jensen-Kultur
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und ein Ausstrichpraparat angefertigt wurden. Es gab 13 Patienten, bei denen
mikrobiologisch eine Tuberkulose gesichert werden konnte. Dies war der Fall,
wenn mindestens die LJ-Kultur, also der Goldstandard, einer Sputumprobe
positiv wurde. 65 Patienten hatten nach dieser Definition keine Tuberkulose. An
allen Urinproben, von denen pro Patient eine zur Verfiigung stand, wurde die
quantitative PCR angewandt und bei einem Ergebnis >0 (Kopienzahl) als positiv
gewertet.

Alle Daten flr Kultur und Ausstrich wurden erst nach Beendigung der PCR-
Experimente flr die Auswertung zuganglich gemacht, so dass diesbezlglich eine

einseitige Verblindung bestand.

5.5.1 Analyse der qualitativen Testaussage
Die folgende Liste unterscheidet primar die beiden Patientengruppen mit

mikrobiologisch bestdtigter (A, n=13) und nicht bestatigter (B, n=65)
Tuberkulose. In der Gruppe der Patienten mit mikrobiologisch bestatigter
Tuberkulose (A) gibt es folgende Subgruppen:

Al, in der die LJ-Kulturen aus beiden Sputen ein positives Ergebnis zeigten,

A2, in der sowohl der Ausstrich als auch die Kultur von mindestens einer der
Proben positiv waren,

A3, in der zwar mindestens einmal der Goldstandard positiv war, der
Sputumausstrich beider Proben allerdings negativ. (vgl. unterschiedliche

Nachweisgrenzen fur Sputum und Kultur in Kapitel 2.4.1).

Gruppe TB Diagnose Patienten PCR+ PCR-
A Mikrobiologisch bestétigte  Al: alle LJ-Kulturen 11 6 5
TB positiv (54,5%)  (45,5%)
A2: LI min. 1x pos.und 10 7(70%) 3 (30%)
AFB min. 1x pos.
A3: L) min. 1xpos.und 3 1 2
AFP 2x negativ (33,3%)  (66,7%)
B Kein mikrobilogischer B: LJ und AFB negativ 65 40 25
Nachweis von TB (61,5%)  (38,5%)

Zur Berechnung der diagnostischen Aussagekraft des angewandten
Testverfahrens wird ein mit Tuberkulose diagnostizierter Patient als positiv

bezeichnet, wenn mindestens eine positive LJ-Kultur gefunden wurde. Tabelle A3
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(siehe Anhang) zeigt die Sputum-, Kultur- und PCR-Ergebnisse aller
mikrobiologisch bestatigten TB-Falle.

Mikrobiologisch Mikrobiologisch keine
Tuberkulose Tuberkulose

PCR + 8 (61,5%) 40 (61,5%)

PCR - 5 (38,5%) 25 (38,5%)
13 (100%) 65 (100%)

Abbildung 32: Vierfeldertafel aus den Ergebnissen der klinischen Proben

Fir die angewandte PCR betragt die Sensitivitat 61,5%, die Spezifitat 38,5%.
Der positive pradiktive Wert liegt bei 16,7%, der negative pradiktive Wert bei
83,3%.

5.5.2 Analyse der quantitativen Werte

Die folgende Abbildung (Abbildung 33) zeigt die Verteilung der quantitativen
PCR-Werte bei den positiven Ergebnissen in Abhangigkeit von mikrobiologisch

bestatigter vs. nicht bestatigter TB.

DNA-Kopienzahl bei Gesunden vs. Kranken

1.0%x10%7 = ,,AusreiBer
1000000+
100000~
10000+
1000+
100+

104

1

0.1+

0.01

DNA-Kopienzahl (PCR)

keine TB B

Abbildung 33: Verteilung der Werte fiir die Anzahl an DNA-Kopien in der PCR bei Gesunden

(mikrobiologisch kein Nachweis von TB) vs. Kranken (mikrobiologisch bestiitigte TB); Mittelwerte mit
Standardabweichung.
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Die meisten falsch positiven Werte befinden sich unterhalb von 250 Kopien.
Wirde man diesen Wert allerdings als cut-off nehmen um die Spezifitat zu
erhdéhen, hatte man keine richtig positiven Ergebnisse mehr. Alle richtig positiven
Werte sind unterhalb von 250 Kopien.

Die vier falsch positiven Werte, die den Bereich bis 600 Kopien deutlich
Uberschreiten (,AusreiBer") haben Kopienzahlen von 3,6 x 10°, 1,6 x 10°%, 1,6 x
10° und 2,6 x 10°.

5.5.3 Abhdngikeit der Testperformance vom Patientengeschlecht

Bei 73 Patienten war eine Geschlechtszuordnung der Namen maéglich und somit

ein Vergleich der Ergebnisse bei weiblichen und mannlichen Patienten.

Weiblich Mikrobiol. | Keine Mannlich Mikrobiol. [ Keine
B B B B
PCR + 4 (44,4%) | 23 PCR + 3 (100%) 15 (62,5%)
(62,2%)
PCR - 5 (55,6%) | 14 PCR - 0 (0%) 9 (37,5%)
(37,8%)
9 (100%) |37 (100%) 3 (100%) 24 (100%)

Abbildung 34: Ergebnisse der klinischen Proben, getrennt nach weiblichen und miinnlichen
Studienteilnehmern

Fur Patientinnen ergeben sich folgende Werte zur Testqualitat: Sensitivitat =
44,4%, Spezifitat = 37,8%, Positiver pradiktiver Wert = 14,8%, Negativer
pradiktiver Wert = 73,7%. FUr Patienten lauten sie: Sensitivitat = 100%,
Spezifitat = 37,5%, Positiver pradiktiver Wert = 16,6%, Negativer pradiktiver
Wert = 100%

Am auffalligsten ist die hohe Sensitivitat und der hohe negative pradiktive Wert
(beide 100%) bei mannlichen Probanden im Vergleich zu weiblichen.

Mittels t-Test lasst sich ein p-Wert von 0,425 insgesamt zwischen der mannlichen
und weiblichen Gruppe berechnen. Dies zeigt, dass die Nullhypothese, die

Gleichheit beider Gruppen, nicht verworfen werden kann.
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Fir die Verteilung der Kopienanzahl bei falsch (siehe Abb. 35) und richtig
positivem Ergebnis (siehe Abb. 36) ergeben sich ahnlich hohe p-Werte, die somit
keinen signifkanten Unterschied zwischen weiblichen und mannlichen Patienten

signalisieren. Hinzu kommen hohe Standardabweichungen vom Mittelwert.

Geschlechtsspezifischer Mittelwert der PCR-Kopien bei
falsch positivem Ergebnis (in %)

120 p=0,86
100 T T
. J __
60 -
40
20

0

weiblich mannlich

Abbildung 35: Mittelwert der DNA-Kopienzahl in der PCR bei weiblichen und miinnlichen
Urinen mit falsch positivem Ergebnis, weiblicher Mittelwert 100% gesetzt; p-Wert 0,86

Geschlechtsspezifischer Mittelwert der PCR-Kopien bei
richtig positivem Ergebnis in %

140 p=0,37
120

100
80
60

40

j [
0 |

weiblich mannlich

Abbildung 36: Mittelwert der DNA-Kopienzahl in der PCR bei weiblichen und méinnlichen
Urinen mit richtig positivem Ergebnis, weiblicher Mittelwert 100% gesetzt; p-Wert 0,37
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6 Diskussion

In dieser Arbeit ist es gelungen, mittels Erstellung einer Standardkurve eine
quantitative real-time PCR zur Amplifizierung eines flr Tuberkulose-Erreger
spezifischen Genabschnitts des Gens cfp32 zu entwickeln. Des weiteren wurden
systematisch drei DNA-Extraktionsmethoden auf die Anwendbarkeit an
Urinproben getestet. Dabei stellte sich die Guanidinisothiocyanat/Promega
Wizard® Methode als besonders geeignet heraus und wurde an 78 Urinproben
von Patienten mit Verdacht auf Tuberkulose angewandt. Mittels der entwickelten
PCR konnte erreicht werden, dass zu diesen Urinen Aussagen uber die Anzahl an
vorhandenen DNA-Kopien gemacht werden koénnen. Besonders auffallig waren

hier vier Urine, die finf- und sechsstellige Zahlen an cfp32-Kopien aufwiesen.

6.1 Uberlegungen zu physiologischen und pathophysiologischen
Aspekten

Desoxiribonukleinsdure, DNA oder DNS, der Trager der Erbinformation, besteht
im  menschlichen Koérper aus den Nukleotiden. Deren individuelle
Strukturelemente sind die Purinbasen (Adenin, Guanin) und die Pyrimidinbasen
(Cytosin, Thymin). Das Polynukleotid DNA wird intrazellular durch Nukleinsaure
abbauende Enzyme, den Nukleasen, in Mononukleotide umgewandelt, die
wiederverwertet oder weiter abgebaut werden. Wa&hrend der Abbau von
Pyrimidinnukleotiden noch nicht ganz verstanden ist, weiB man, dass die
Purinnukleotide zur Harnsdaure abgebaut und in den Urin ausgeschieden
werden®. Wie kénnte transrenale Tuberkulose-DNA, also Tuberkulose-DNA im
Urin, auftreten? Die DNA misste dem intrazelluldaren Abbau des
Tuberkelbakteriums entkommen sein. Vorstellbar ist der Zerfall des ganzen
Bakteriums durch einen programmierten Zelltod oder eine Zerstérung durch das
Immunsystem. Denkbar ware hypothetisch auch eine aktive Sekretion von DNA
durch das Mykobakterium. Einmal auBerhalb der Zelle, wiirde sich die DNA im
Blut, im Gewebe oder in der Lymphe befinden und misste zur Niere und in den
Harn gelangt sein, ohne auf dem Weg abgebaut worden zu sein.

Den ersten Bericht Uber zirkulierende DNA lieferten 1948 Mendel und Metais.
Seitdem wurde Uber den Ursprung der zirkulierenden DNA viel diskutiert.

Hohe DNA-Level im Blut wurden bereits beim Systemischen Lupus

erythematodes®>®°, Tumoren, fetaler DNA in maternalem Plasma und bei

Infektionskrankheiten gefunden 27°¢,
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Einige Autoren sehen den Ursprung der zirkulierenden DNA in Apoptose und
Nekrose>*°8, Diese Meinungen basieren allerdings vor allem auf Untersuchungen
an Tumorpatienten und freigesetzter Tumor-DNA im Blut.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass sich DNA-Fragmente auf der Oberflache
von Blutzellen befinden®!. Allerdings konnte noch nicht eindeutig geklart werden,
ob es sich hier um DNA handelt, die in die Zelle aufgenommen wird oder ob sie
die Zelle verlasst.

Gahan*! beschreibt, dass es Hinweise gibt, dass DNA-Fraktionen spontan von
sich teilenden und nicht-teilenden lebenden Zellen abgegeben werden und von
anderen Zellen aufgenommen werden. So kénnte es eine Mdglichkeit sein, dass
zirkulierende DNA von lebenden Tuberkelbakterien aktiv aus den Zellen
sezerniert wurde. Denkbar ware eine ahnliche Form wie die Konjugation, ein
Sexualvorgang von Bakterien, bei dem Erbgut Ubertragen wird. Besprochen
wurde, dass es sich bei der freigesetzten DNA um eine besondere Form der DNA
handeln kénnte*®. Bei Bakterien wird die DNA in Zusammenhang mit
Glykolipoproteinkomplexen gebracht, die RNA und DNA-Polymerasen enthalten
und gleichzeitig freigesetzt werden. Interessant ist hier, ob diese DNA besondere
Aufgaben besitzt oder durch spezielle Mechanismen dem Abbau durch Nukleasen
entgehen kann. Wiirde man Mechanismen kennen, durch die zirkulierende DNA
wirklich entsteht, kdnnte man den biologischen Sinn darin besser verstehen.
Letztendlich wlrde ein standiges Anbieten von DNA-Stlicken aus dem eigenen
Genom bestimmter oder aller Organismen an andere bzw. von Zellen an andere
einen Evolutionsdruck erzeugen, der auch das Uberleben von Bakterien, Viren
und Tumorzellen durch die Weitergabe von Resistenzgenen erklaren kdnnte.
Damit ist ein weiteres Verstandnis Uber die zirkulierende DNA auch fur die
Therapie von Infektionskrankheiten und Tumorerkrankungen sehr wichtig. Auch
kann spekuliert werden, dass ein standiger Austausch von Erbinformationen nicht
immer erwlnscht wdare und deshalb Zellen Uber Kontrollmechanismen des
eigenen Genoms verfugen und die Integration neuer DNA genauer Prifung

unterzogen wird bzw. in eine evolutiondare Sackgasse flihren wurde.
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Was sind mdgliche Mechanismen, wie DNA in den Urin gelangt?

Der Filter der Niere besteht aus drei Schichten:
- dem Endothel, dessen Poren einen Durchmesser von 50-100nm besitzen;
- der dreischichtigen Basalmembran mit negativ geladenen Glykosaminoglykanen

- dem Epithel der Bowman-Kapsel.

Bedingt durch diesen Filter kdnnen nur Molekiile frei filtriert werden, deren
Radius kleiner als 1,6-1,8nm ist. Dies entspricht einer Moleklilmasse von
6-15 kDa. Bis zu einer MolekllgréBe von 80 kDa werden Stoffe nur teilweise
filtriert, abhangig von der Ladung und der Porenweite. Neutrale und positiv
geladene Moleklle Uberwinden leichter die Filterbarriere, da die Wandladungen
der Basalmembran negativ sind. Ladung und Porenweite kdénnen sich unter
pathophysiologischen Umstanden andern. Beispielsweise sind bei einer Minimal-
Change-Nephropathie die Wandladungen vermindert. Bei Glomerulonephritiden
kdnnen die Poren sogar so weit werden, dass Erythrozyten im Urin gefunden
werden (Erythrozytenzylinder)®3. Damit kénnten die vier ,falsch positiven®
Samples mit den hohen Kopienzahlen einer Nierenpathologie geschuldet sein. Fur
kinftige Studien waren deswegen laborchemische Untersuchungen der
Urinproben von groBem Nutzen, um eine bestehende Membranstdérung erfassen
zu koénnen. Dazu wirden sich Harnteststreifen, die semiquantitative Aussagen
Uber Proteinurie, Glukosurie, Ketonurie, Leukozyturie und Bakteriurie liefern
kénnen, die mikroskopische Untersuchung des Urinsediments und die
Bestimmung der Nierenretentionsparameter im Blut eignen.

Zusammenfassend bezogen auf das diese Arbeit umfassende Experiment kénnte
der cfp 32 Genabschnitt mit 95 Basenpaaren=57 kDa teilweise filtriert werden, in
héherem MaBe bei Patienten mit einer Nierenschadigung.

Es stellt sich auch die Frage nach der Wahrscheinlichkeit, mit der gerade das
DNA-Stluck erhalten bleiben wirde, das die hier entwickelte rt-PCR detektiert,
weil es spezifisch fir den Mycobacterium Tuberkulose Komplex ist. So kénnten
individuelle Faktoren im Immunsystem der Patienten (Immunantwort auf
Tuberkulose, stadienabhangig) die Ausscheidung gerade dieses DNA-Stlicks
beeinflussen. Ginge man von der Hypothese aus, dass die Tuberkelbakterien
selbst DNA aus ihren Zellen ausschleusen, kdénnte es darin Unterschiede in

verschiedenen Stammen der Tuberkelbakterien geben, die jeweils individuell
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unterschiedliche DNA-Abschnitte ausschleusen. Moéglicherweise kodnnte die
Detektion auf mehrere Genabschnitte die Sensitivitdat der Methode erhdhen.
Andererseits kdnnten bei einem negativen Ergebnis auch Rickschlisse auf die
Immunantwort, das Stadium der Erkrankung oder die Infektion mit einem DNA-
ausschleusendem oder nicht-ausschleusendem Bakterium gezogen werden. Hier
kdnnten wiederum Korrelationen zu den klinischen Verlaufen einer Infektion

gezogen werden.

Zu Uberlegen gilt, ob es Stadien der Tuberkulose gibt, in denen Uberhaupt keine
DNA ins Blut gelangen kann, weil die Tuberkelbakterien in den verkalkten
Kavernen abgekapselt sind, nur Anschluss an das bronchiale System haben oder
immunologisch vom Rest des Koérpers ferngehalten werden. Dies kdnnte
erkldaren, warum einige Proben positiv in Kultur und Sputumausstrich waren,
aber negativ in der rt-PCR bzw. in allen drei Verfahren negativ waren (bei
stummer TB). Die primdre Immunreaktion bei Tuberkulose ist die Verdauung von
Tuberkelbakterien durch Makrophagen. Diese prasentieren Tuberkulose-
Antigenstiicke (Proteine, keine DNA) mittels MHC II-Molekllen auf ihrer
Oberflache den TH1-T-Helferzellen, die wiederum proliferieren, Zytokine
produzieren und damit Lymphozyten und Makrophagen in das betroffene Gewebe
anlocken. Ein Teil der so ins Gewebe eingewanderten Makrophagen toétet
Tuberkelbakterien ab, ein anderer Teil wandelt sich in Epitheloidzellen oder

Langerhans “sche Riesenzellen um, um so die Tuberkelbakterien abzukapseln®®.

Die vier falsch positiven Werte mit den hohen Kopienzahlen (oben auch
~AusreiBer") sind aufgrund der Experimente nur schwerlich als falsch anzusehen,
sondern vielmehr als reelle Nachweise zu postulieren. Sie kénnten auf ein hohes
Vorkommen von Tuberkulose-DNA im Blut und - da Kultur und Sputumausstrich
negativ waren - auf eine extrapulmonale Tuberkulose schlieBen lassen. Deshalb
ware weiter zu prifen, ob dem hier vorgestellten Test ein sinnvoller
diagnostischer Einsatz bei extrapulmonaler Tuberkulose zukommen kénnte. Dazu

mussten Patienten mit hoher Kopienzahl im Urin klinisch weiter verfolgt werden.

6.2 Methodische Aspekte

Die klinischen Proben aus Tansania wurden standardisiert gesammelt. Das
medizinische Personal wurde in einer Trainingsphase in der Verarbeitung der

Sputum- und Urinproben geschult. Allerdings muss bedacht werden, dass die
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Samples nicht sofort nach Abnahme auf -80 °C gefroren werden konnten. Auf
dem Transport von Tansania nach Deutschland wurden die Urinproben von einer
Mitarbeiterin des Mlnchner Tropeninstituts begleitet. Die Kiihlung der Proben
wurde mit Trockeneis sichergestellt, das auf dem Weg von der Stadt Mbeya in
die tansanische Hauptstadt Daressalam einmal nachgeftillt werden musste. Nach
Ankunft wurden die Proben sofort auf -20 °C gebracht und am nachsten Tag auf
-80 °C gekuhlt. Es bleibt insgesamt schwierig zu beurteilen, wie anfallig kurze
transrenale DNA gegenliber einem Abbau oder einer Konformationsanderung bei
Temperaturschwankungen ist und welche maoglichen Auswirkungen dies auf die
Ergebnisse der PCR haben kdnnte. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Abbau
von DNA im Urin durch mehrere MaBnahmen versucht zu verhindern: durch
Zugabe der Stabilisatoren EDTA und TrisHClI und schnelle Klhlung. Eine
komplette zeitnahe Verarbeitung der Proben scheint jedoch sinnvoll und wiirde
am ehesten den realistischen Bedingungen entsprechen.

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass eine erhebliche Variabilitat an DNA-Gehalt
im Urin nach Lagerung herrscht. Die Unterschiede in der Degradierung der DNA
nach unterschiedlichen Zeitpunkten konnten jedoch am besten mit
verschiedenen Landern, in denen der Urin gesammelt wurde (hier Italien und
Zambia) korreliert werden. Die Zugabe von EDTA und das Lagern bei
unterschiedlich kilhlen Temperaturen hatte nicht immer den gewinschten Effekt
einer langeren Stabilisierung der DNA. Somit wird empfohlen, die Lagerung dem

vorher zu priiffendem Verhalten des Urins anzupassen®®.

Die Inhibierung der real-time PCR durch individuelle Faktoren im Sample-Material

wurde bereits in einigen Publikationen besprochen®*>%%°,

Huggett et al.
beschreiben die komplette Inhibierung der real-time PCR, wenn 20 bzw. 40% des
PCR-Ansatzes aus unextrahiertem Urin bestehen. Auch der Einsatz von 4mM
EDTA inhibiert die komplette Reaktion. Die vorgestellten Daten zeigen jedoch
keine Konsistenz der Inhibierung unter verschiedenen PCR-Reaktionen und unter
verschiedenen Samples. Auch in dem in dieser Arbeit vorgestellten Experiment
konnte beim Vergleich der drei Extraktionsmethoden eine groBe Varianz
bezliglich der Extraktion aus den finf unterschiedlichen Urinsamples festgestellt
werden. In Zukunft ist es deshalb wichtig die zuverlassige Entfernung von

Inhibitoren in klinischen Samples sichern zu kénnen.
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In der Literatur wurden keine zufriedenstellenden Angaben zur ,bacterial load"
von Tuberkelbakterien gefunden. In einer in Brasilien durchgefiihrten Studie 73
wurden bei neu mit Tuberkulose diagnostizierten Patienten quantitative Kulturen
aus dem Sputum angelegt und je nach Schwere der Erkrankung etwa zwischen
drei und funf Colony forming units per ml Sputum nachgewiesen. Dormans et
al.*® benutzten ein Mausmodel: Sie infizierten M&use mit 19 verschiedenen
Stammen des Mycobacterium tuberculosis complex, entnahmen den Mausen an
mehreren Tagen nach Infektion einen Lungenlappen, homogenisierten diesen
und bestimmten in der nachfolgenden Kultur aus 10 pl des homogenisierten
Materials die Anzahl der Colony forming units. Die Zahl der Kolonien war bei fast
allen Stdmmen Uber 10°, unterschied sich allerdings je nach Stamm um bis zu
vier Log-Stufen. Es bleibt damit schwierig, sich eine Vorstellung Uber die Anzahl
an Tuberkelbakterien etwa in der Lunge, im Blut, im Sputum oder im Urin zu
machen, besonders weil es dazu groBer Studien bedlfte, um Korrelationen zu
Stadien der Tuberkulose, verschiedenen Stammen von Tuberkulose und den
vielfaltigen Organbeteiligungen festzustellen. Ob die quantitative PCR dabei
helfen kann ist fraglich, da gerade die Vorstellung der Detektion freier
zirkulierender DNA nicht auf die tatsachliche Anzahl an Bakterien schlieBen
lassen kann. Auch das Vorhandensein individueller Inhibierungs- und evtl.
Enhancing-Faktoren lassen die Interpretation des Ergebnisses der real-time PCR
prinzipiell nie als eine absolute quantitative Aussage zu.

Trotz der Verdéffentlichungen, die das cfp32-Gen als eine konservierte Region in
allen Bakterien des Mycobacterium tuberculosis complex sehen, kann die
Spezifitat dieses Gens erst zu 100 % nachgewiesen werden, wenn die Genome
aller Organismen sequenziert worden sind und in Gendatenbanken verglichen
werden kénnen. Im Besonderen ist darauf hinzuweisen, dass in der in dieser
Arbeit verwendeten PCR nur eine Teilsequenz des cfp32-Gens amplifiziert wurde

und sich dieser Teilabschnitt als nicht spezifisch herausstellen kénnte.

6.3 Alternativen der DNA-Extraktion

Der Einsatz unkonventioneller DNA-Extraktionsmethoden kénnte im Gegensatz
zu den kommerziellen Kits Vorteile bringen: die Verwendung einer grdBeren
Menge Urin und damit eine hdhere Wahrscheinlichkeit der DNA-Extraktion (bei
Einsatz von einem Liter Urin Erhédhung der eingesetzten DNA-Kopienzahl im
Vergleich zu den hier vorgestellten Methoden in der GréBenordnung von drei

Log-Stufen), Vermeidung der Co-Extraktion von Inhibitoren, Anwendbarkeit auf
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andere klinische Samples und einfachere Handhabung. Es werden hier drei
Extraktionsmethoden kurz vorgestellt: die Vakuumkonzentration, die Extraktion
mit Anionenaustauschern und die elektrophoretische DNA-Extraktion, die einzeln

oder kombiniert zum Einsatz kommen kénnten:

Vakuumkonzentration

Von Herstellern wird beschrieben, dass Vakuumkonzentratoren zur schonenden
Aufkonzentrierung von DNA benutzt werden kdnnen'®. Das eingesetzte Volumen
kann bis zu mehreren Millilitern reichen und die Konzentrierung bis zur
kompletten Trocknung durchgeflihrt werden. Hierzu wird die Probe mit
Strahlungswarme oder Mikrowellen erwarmt. Im Vakuum liegt der Siedepunkt
prinzipiell niedriger und so kann der Flissigkeitsdampf von der Vakuumpumpe

abgefangen und in die Kihlfalle geleitet werden.

Extraktion mit Anionenaustauschern

Auch einige der hier vorgestellten Methoden basieren auf dem Prinzip des
Ionenaustauschs (siehe Kapitel 4.4). Allerdings ist eine Vielzahl von
kommerziellen Kits auf dem Markt, die auf dem gleichen System basieren.
Hierbei kommt es zu einer Bindung der DNA mit einem Ionentauscher. Diese
Bindung wird in einem weiteren Schritt durch ein Uberangebot eines giinstigeren
Bindungspartners wieder geldst. Ein Beispiel eines starken Anionenaustauschers

ware beispielsweise Q-Sepharose °°.

Als weiterer theoretischer Vorschlag ware zu diskutieren, die Elektrophorese zur
Isolation von DNA aus Urin bzw. anderen Koérperflissigkeiten im Sinne einer
~elektrophoretischen DNA-Extraktion® zu nutzen. In einen Behdlter mit einer
groBen Urinmenge wird eine Anode (Pluspol) gegeben, der eine
Nitrocellulosemembran vorgeschaltet ist. Da DNA negativ geladen ist, ware
davon auszugehen, dass bei Anlegen starken Stroms die DNA von der Anode
angezogen und an der Membran gebunden wirde. Die Membran muBte danach
durch Auswaschen von Proteinen befreit werden und die DNA in Lésung gebracht
werden. Somit wirden analog der Gelelektrophorese und dem Blotting das
Wandern von DNA-Molekllen und Proteinen von der Kathode zur Anode und das
Binden an positiv geladene Membranen ausgenutzt. Wirde man eine groBe

Menge Urin, z. B. einen Liter Sammelurin nutzen kdénnen, wirde man die
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Wahrscheinlichkeit der Extraktion von kleiner zirkulierender DNA weiter erhéhen.
Méglicherweise kdénnte man durch diese Methode auch die Extraktion von

Inhibitoren aus dem Samplematerial erreichen.

6.4 Aussagekraft der q-rt-PCR

Eine hohe Sensitivitat wird durch eine niedrige Rate falsch negativer Ergebnisse
erzielt und schlieBt damit zu groBer Wahrscheinlichkeit eine Krankheit aus. Tests
mit hoher Sensitivitdt werden vor allem zum Screening bei Krankheiten mit
niedriger Pravalenz verwendet. Tests mit hoher Spezifitit werden als
Bestatigungstests nach einem positiven Ergebnis im Screening benutzt, da ein
negatives Ergebnis mit hoher Wahrscheinlichkeit auch als wirklich negativ
angesehen werden kann. Durch Veranderung des Schwellenwerts (Threshold),
hier beispielsweise durch Anheben der Kopienzahl auf >1000 zur Definition als
positives Ergebnis, wird bei gleichzeitiger Erhéhung der Spezifitat die Sensitivitat
gemindert. Je niedriger der Threshold umso weniger spezifisch ware der Test.
Um einen optimalen Schwellenwert definieren zu kdénnen, brauchte es eine
groBere Anzahl an untersuchten Proben. Auffallend sind in diesem
Zusammenhang aber wiederum die vier ,falsch positiven® AusreiBer mit den
hohen Kopienzahlen, die wohl auf jeden Fall GUber einem gesetzten Threshhold
liegen wilrden.

Die hohe Sensitivitat von 100 % bei mannlichen Urinen sollte an einem gréBeren
Kollektiv Uberprift werden.

Nimmt man die hier gewonnenen Ergebnisse als richtig an, so konnte die
entwickelte PCR bei 48 von 78 Proben eine positive Kopienzahl an Tuberkulose-
DNA nachweisen, also bei ungefahr 62 % der getesteten Patienten. Es ist aber
die Frage zu stellen, welchem Kklinischen Korrelat eine positive PCR im Urin
entsprechen kann. Epidemiologisch scheint dieser Wert nicht aus dem Rahmen
zu fallen, da rund zwei Drittel aller Afrikaner einen positiven Mendel-Mantoux-
Test haben, also schon einmal einen immunologisch wirksamen Kontakt mit
Tuberkulose hatten. Bei dem hier untersuchten Patientenkollektiv handelt es sich
ja um Patienten, die sich zum Ausschluss einer Tuberkulose vorgestellt haben
und somit sicher eine noch hdéhere Tuberkulosepravalenz besitzen. Mit den
derzeit verfugbaren diagnostischen Methoden wird bei rund 15-20 % dieser
Patienten mikrobiologisch eine Tuberkulose nachgewiesen, bei einem weiteren
Drittel wird aufgrund des klinischen Bildes (Rdntgen oder weiter bestehenede

Symptome nach mehrmaliger Antibiotikagabe) eine Tuberkulosetherapie
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begonnen. Zu prifen ware, was die PCR nachweisen wirde - nur eine Infektion

oder einen Ausbruch bzw. ein spezielles Stadium der Tuberkulose.

6.5 Schlussfolgerungen

Die hier vorgestellte Arbeit untersuchte unter der Annahme des Existierens
transrenaler DNA die Mdglichkeit, Tuberkulose aus dem Urin zu diagnostizieren.
Bei 48 Urinproben von Patienten mit klinischen Symptomen einer Tuberkulose
konnte ein positives PCR-Ergebnis festgestellt werden. Nur acht dieser 48
Patienten hatten einen mikrobiologischen Nachweis von Tuberkulose positives
Ergebnis der Lowenstein-Jensen Kultur. Die Spezifitat dieser Methode zum
Nachweis einer aktiven pulmonalen Tuberkulose ist mit 38,5% im Vergleich zum
derzeit gliltigen Goldstandard (Mikroskopie und Kultur) sehr schlecht. Auch die
Sensitivitat ist mit 61,5% nicht Uberragend. Insgesammt stellt sich die Frage,
was die entwickelte PCR nachweist. Denkbar ist zum einen eine Kreuzreaktivitat
mit DNA Sequenzen anderer Erreger, denn wenn die PCR humane DNA
nachweisen wurde, ware sie zu nahezu 100% positiv. Andererseits wird eine
Urin-PCR auch extrapulmonale TB nachweisen und unter Umstanden auch latente
TB; es ist also mdglich, dass sie doch ein klinisches Korrelat hat. Diese Arbeit
stellt somit eine groBe Diskrepanz zwischen den etablierten Methoden der
Tuberkulosediagnostik und der hier entwickelten molekularen Methode fest. Fir
die Interpretation dieses Ergebnis fehlen jedoch eine groBe Anzahl an klinischen
Proben, spezifische klinische Daten zu den Patienten und ein Follow-up der
Patienten. Daher kann sie nur als eine Voruntersuchung zu weiteren gréBeren
klinischen Studien verstanden werden.

Der Nachweis flinf- und sechsstelliger Werte des cfp32 Gens in vier Urinen, bei
denen weder Sputumausstrich noch Kultur positiv waren, wirft die Frage auf,
welche Diagnostikmethode flir welche Patienten zu wahlen ist.

Somit bleibt zu fragen, ob neben der bekannten Tatsache der hohen Zahl falsch-
negativer Sputumausstriche (siehe Tabelle 5, Seite 29), die Léwenstein-Jensen
Kultur in jedem Fall als Goldstandard zur Diagnostik von Tuberkulose angesehen
werden kann. Auch sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Diagnostik
geschlechtspezifisch angepasst werden sollte.

Es ist abzusehen, dass molekulare Methoden eine weitaus gréBere Komplexitat

der Erkrankung Tuberkulose aufdecken kdénnten. Der Hypothese freier
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zirkulierender DNA muss weiter nachgegangen werden, um Verstandnis Uber den

potentiellen Nutzen flur die Diagnostik und Therapie gewinnen zu kénnen.
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7 Zusammenfassung

Die Tuberkulose, eine Krankheit, die die Menschheit wahrscheinlich schon seit
dem Altertum heimsucht, ist auch heute noch sehr weit verbreitet und stellt in
Entwicklungslandern und unter den mit dem HI-Virus infizierten Patienten ein
groBes Problem dar. Die fur die Therapie essentielle Diagnostik beruht besonders
unter eingeschrankten technischen Bedingungen noch auf der wenig sensitiven

Methode der Anfarbung von saurefesten Stabchen im Sputumausstrich.

Neuere molekulare Methoden kdénnten einen Fortschritt im Sinne exakter und
schneller Aussagen bezlglich einer Infektion mit Tuberkulose ausldsenden
Mykobakterien bringen. Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu testen, die
durch Amplifizierung eines Mycobacterium-tuberculosis complex typischen DNA-
Abschnitts eine quantitative Aussage Uber das Vorhandensein von Tuberkulose-
DNA im Urin eines Patienten und somit eine diagnostische Aussage erlauben soll.
Unter der Annahme frei im Blut zirkulierender DNA, die durch die Niere in den
Harn gelangt, sollte die Diagnose von extrapulmonaler Tuberkulose mdglich sein

und ein relativ einfacher Test flr tropische Lander gefunden werden.

Nach Optimierungsschritten der Polymerasekettenreaktion wurden drei etablierte
DNA-Extraktionsmethoden Puregene DNA Purification Kit (Gentra Sytems),
QIAamp DNA Mini Kit (Quiagen), Wizard® Plus Minipreps (Promega) in Hinblick
auf die DNA-Ausbeute verglichen. Die modifizierte Methode von Promega stellte
sich als geeignet heraus und wurde an 78 Urinproben aus Tansania angewandt,
die von Patienten mit klinischem Verdacht auf Tuberkulose stammten.
Gleichzeitig wurde bei diesen Patienten im Projekt in Tansania ein
Ausstrichprararat aus dem Sputum und eine Léwenstein-Jensen Kultur aus dem
Sputum angelegt und ausgewertet. Hierbei waren zehn Patienten in Ausstrich
und Kultur positiv sowie drei Patienten nur in Kultur positiv. Bei einem Vergleich
dieser Ergebnisse mit den Ergebnissen der PCR ergab sich eine Sensitivitat von
61,5% und eine Spezifitat von 38,5 % flr die neu entwickelte Methode. Aufgrund
der beschrankten diagnostischen Mdglichkeiten in Tanzania war es nicht mdglich,
bei den Patienten mit falsch positiver Urin-PCR eine latente oder extrapulmonale
Tuberkulose auszuschlieBen und so weitere Erkenntnisse Uber die klinische

Relevanz der neu entwickelten Methode zu gewinnen.
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9 Anhang
r - - - - -
% File Edit Seiup Instrument RAnalysis Window Hilfe 18:06 Uhr = 13 1
Sample Type: | STHD - Standard Status: o Response... | 7700 Single Reporter
Cow. Temp: 0°C Standard Plate
Sample Name : - Smpl. Temp: 0°C
Replicate: k Rernaining: O Comment -
Stage: o RE‘FIE'titiDI'I: o TBE?."’E warn 2506 2008
Quantity: )
Tirne : O0:00:00 Step: O
Show Setup | Dye Layer: | SYER 5 Rn range:lﬂ -0 - |4 H Cycle *:
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2 de+05
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Abbildung A1l: Screenshot einer Ergebnisausgabe der ABI PRISM® 7700 Sequence Detection System
Software; hier fiir die Promega-Extraktion. Beschreibung der Samples A1-A7, B1-B7, C1-C7 und D1-D7
sieche Tabelle 11. E1-ES und F1-F5 (Duplikate von E1-ES5) eingesetzte Standards zur Erstellung der
Standardkurve. E 6-7 und F 6-7 Negativkontrollen; e+n=x10"

Tabelle Al: Beschreibung der Samples A1-A7, B1-B7, C1-C7, D1-D7 aus Abbildung 23 und deren
mittels rt-PCR bestimmte Kopienzahl; *E+n=x10"

Beschreibung Promega (eingesetzte | Sample
Menge: 2,76 x 10E+8) Name
Mittels rt-PCR ermittelte
Kopienzahl*:

Urin 1 + definierte Menge cfp32DNA, | 4,00E+04 Al

eingesetzt vor der Extraktion

Urin 2 + definierte Menge cfp32DNA, | 2,10E+06 A2

eingesetzt vor der Extraktion

Urin 3 + definierte Menge cfp32DNA, | 2,30E+06 A3

eingesetzt vor der Extraktion

Urin 4 + definierte Menge cfp32DNA, | 2,40E+06 A4

eingesetzt vor der Extraktion

Urin 5 + definierte Menge cfp32DNA, | 1,20E+06 A5

eingesetzt vor der Extraktion

Wasser 1 + definierte Menge cfp32DNA, |7,10E+04 A6

eingesetzt vor der Extraktion

Wasser 2 + definierte Menge cfp32DNA, | 7,90E+04 A7
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eingesetzt vor der Extraktion

Wells 13 bis 19 sind jeweils Kontrollen der | 9,80E+05 Bl
Wells 1 bis 7

Wells 13 bis 19 sind jeweils Kontrollen der | 3,50E+06 B2
Wells 1 bis 7

Wells 13 bis 19 sind jeweils Kontrollen der | 3,70E+06 B3
Wells 1 bis 7

Wells 13 bis 19 sind jeweils Kontrollen der | 1,80E+06 B4
Wells 1 bis 7

Wells 13 bis 19 sind jeweils Kontrollen der | 2,40E+06 B5
Wells 1 bis 7

Wells 13 bis 19 sind jeweils Kontrollen der | 8, 00E+05 B6
Wells 1 bis 7

Wells 13 bis 19 sind jeweils Kontrollen der | 8,40E+04 B7
Wells 1 bis 7

Urin 1 + definierte Menge cfp32DNA, | 1,20E+07 C1
eingesetzt nach der Extraktion

Urin 2 + definierte Menge cfp32DNA, | 1,00E+07 Cc2
eingesetzt nach der Extraktion

Urin 3 + definierte Menge <cfp32DNA, | 1,10E+07 C3
eingesetzt nach der Extraktion

Urin 4 + definierte Menge cfp32DNA, | 9,80E+06 C4
eingesetzt nach der Extraktion

Urin 5 + definierte Menge cfp32DNA, |1,10E+07 C5
eingesetzt nach der Extraktion

Wasser 1 + definierte Menge cfp32DNA, | 1,20E+07 C6
eingesetzt nach der Extraktion

Wasser 2 + definierte Menge cfp32DNA, | 8,40E+06 Cc7
eingesetzt nach der Extraktion

Wells 37 bis 43 sind jeweils Kontrollen der | 1,10E+07 D1
Wells 25 bis 31 und 37

Wells 37 bis 43 sind jeweils Kontrollen der | 6,40E+06 D2
Wells 25 bis 31 und 37

Wells 37 bis 43 sind jeweils Kontrollen der | 1,20E+07 D3
Wells 25 bis 31 und 37

Wells 37 bis 43 sind jeweils Kontrollen der | 1,00E+07 D4
Wells 25 bis 31 und 37

Wells 37 bis 43 sind jeweils Kontrollen der| 1,10E+07 D5
Wells 25 bis 31 und 37

Wells 37 bis 43 sind jeweils Kontrollen der | 1,20E+07 D6
Wells 25 bis 31 und 37

Wells 37 bis 43 sind jeweils Kontrollen der | 8,70E+06 D7
Wells 25 bis 31 und 37

Fortsetzung der Tabelle A1 von Seite 92
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Tabelle A2: Ergebnisse der klinischen Samples (LJ-Kultur, Ausstrich, PCR aus dem Urin)
Abkiirzungen: Ergebnisse Kultur!: 1+= 50-100 Kolonien auf Agarplatte, 2+= 100-200 Kolonien auf
Agarplatte, 3+= 200-500 Kolonien auf Agarplatte; k.T.m= keine Typisierung moglich; typical
MTBC= typisches Wachstum flir Mycobacterium tuberculosis complex; atypical MTBC= atypisches
Wachstum fiir Mycobacterium tuberculosis complex, Hinweis flir Wachstum atypischer
Mykobakterien; Ergebnis des Ausstrichs®®: 1+= 1-9 siurefeste Stdbchen/pro 100 Gesichtsfelder im
Mikroskop, 2+=1-9 saurefeste Stabchen/pro 10 Gesichtsfelder, 3+=1-9 saurefeste Stabchen pro
Gesichtsfeld.

Nr LIKultur | Typ des | Ergebnis | PCR
Wachstums | Ausstrich | (Kopienzahl)
0041 0
0051 0 12
0101 0 9
0111 0 0
0121 0 60
0171 0 16
0211 0 0
0221 | <20 typical 0 0
MTBC
0231 0 0
0241 0 140
0251 | <20 typical 0 130
MTBC
0261 0 0
0271 0 190
0321 0 120
0331 0 0
0341 0 0
0351 0 16
0411 |1+ typical 3+ 0
MTBC
0421 0 6
0431 0
0441 0 95
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0481 | 1+ typical 3+ 0
MTBC
0491 0 42
0501 | <20 atypical 2+ 0
MTBC
0511 0 5
0521 0 34
0531 | <20 typical 0 390
MTBC
0541 0 1600000
0551 0 6
0561 0 36
0571 0 0
0581 0 0
0591 0 0
0601 0 210
0611 0 160
0621 0 45
0631 0 59
0641 0 0
0651 0 0
0661 0 5
0671 0 27
0681 0 20
0691 0 7
0711 0 2600000
0721 |3+ typical 3+ 11
MTBC
0731 0 44
0741 0 44
0751 0 0
0761 0
0771 | <20 typical 2 4
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MTBC
0781 0 0
0791 0 130
0801 0 0
0811 0 87
0821 0 230
0831 0 50
0841 0 4
0851 0
0861 0 15
0871 |2+ k.T.m. 0 0
0881 0 10
0891 0 360000
0901 0 25
0911 0 0
0941 0 160
0951 |1+ typical 1+ 17
MTBC
1001 | 2+ typical 2+ 8
MTBC
1011 0 0
1021 0 0
1031 0 1600000
1041 | 2+ typical 1+ 19
MTBC
1051 0 0
1061 0 530
1071 0 0
1081 0 73
1091 | 3+ typical 2+ 47
MTBC
1131 0 0
1141 0 0

Fortsetzung der Tabelle A2 von Seite 94ff.
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Tabelle A3: Ergebnisse der ersten (jeweils Nummer mit Endziffer ,(1)") und zweiten Probe
(Endziffer ,(2)") bei klinischen Samples, bei denen mindestens der Sputumausstrich oder die LJ-
Kultur positiv waren; die PCR wurde nur an einer Urinprobe angewandt

Kultur-Nr. Ausstrich LIJKultur Kolonien- | Typ des Ergebnis

Ergebnis Zahl wenn | Wachstums Urin PCR
<20 (Kopien)

22(1) 0 <20 5 typical MTBC |0

22(2) 0 1+ typical MTBC

25(1) 0 <20 12 typical MTBC 130

25(2) 5 1+ typical MTBC

41(1) 3+ 1+ typical MTBC | O

41(2) 3+ 3+ typical MTBC

48(1) 3+ 1+ typical MTBC | O

48(2) 2+ 2+ typical MTBC

50(1) 2+ <20 1 atypical MTBC | 0

50(2) 2+ 2+ typical MTBC

53(1) 0 <20 10 typical MTBC | 390

53(2) 0 <20 3 typical MTBC

72(1) 3+ 3+ typical MTBC |11

72(2) 3+ 3+ typical MTBC

77(1) 2 <20 3 typical MTBC | 4

77(2) 5

87(1) 0 2+ 0

87(2) 0 1+ typical MTBC

95(1) 1+ 1+ typical MTBC |17

95(2) 1+

100(1) 2+ 2+ typical MTBC |8
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100(2) 1+ 2+ typical MTBC
104(1) 1+ 2+ typical MTBC | 19
104(2) 0 2+ typical MTBC
109(1) 2+ 3+ typical MTBC |47
109(2) 1+ 3+ typical MTBC

Fortsetzung der Tabelle A3 von Seite 97
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